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(54) Tide: CLOSED SENSE AND ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDES AND USES THEREOF 
(54)Titrt: OLIGONUCLEOTIDES FERMES. ANTISENS ETSENS, ET LEURS APPLICATIONS 
(57) Abstract 

A novel stiucture of sense and antiscnsc oligoouclcotidcs, namely dosed oligonuclcocidcs, is described. Closed oligonucle- 
otides, advantageously circular oligonucleotides, for example, may be used pharmacologically as sense or antiscnsc molecules. 
Methods for chemically and/or biologically obtaining such molecules arc also described. The therapeutic use of the oligonucleo- 
tides as sense or antiscnsc agents poses several problems, inchiding the problem of molecule stability. Anliscnse oligonudcotides 
undergo uudcolytic degradation and are mainly sensitive to cxonudcascs. The dosed antiscnsc oHgnudcotidcs of the invention 
are molecules with no free ends and are therefore more resistant to cxonudease attacks. The dosed oligonudcotides can act as 
aatisense faaors and last longer than the corresponding linear oUgonudeotides. Furthermore, dosed antiscnsc oligonudcotides 
which arc drcular or have a complex secondary structure allow the seoondaiy and tertiary structures of target messenger RNAs to 
be taken into account For instance, such antiscnsc oUgonudeotides may be multifunctional and interact with several regions 
which arc not adjacent to the target RNA Moreover, dosed oligonudcotides may be used according to a "scnsc^-typc strategy to 
interact spcdrically with protein factors having an afTinity for certain RNA or DNA sequences or structures. Generally speaking, 
the dosed and. in particular, drcular oligonudcotides described here may be used in all cases where it is preferable to have avail- 
able an oligonudeotide having increased resistance to cxonudcascs compared with an olignucleotide which has the same se- 
quence but is linear. 



(57) Abrege L'objct dc Hnvcntion est unc nouvcllc structure cf oligonudcotidcs anuscas ou sens. Ics oligonudojudcs fcr- 
racs, Llnration conccmc ruulisation dcs oUgonudcoudcs fcnncs - pouvant ctrc avantageuscmcnt par cxeinpic dcs oCgonudco- 
tidcs drculaires - a dcs fins phannacotogiqucs, commc molecules antiscns ou sens, L'invcntion conceme cgalcmcnt Ics mcthodcs 
d'obtcnuon dc tcUes molccnlcs par dcs voies diimiqucs et/oa bioloequcs. L'utilisation thcrapcutiquc dcs oligonudcoudcs 
coramc agents antiscns ou sens soulcvc pluacurs pniblemes, dont prindpalcment cdui dc la stabilite dc ccs molccula. l^s ohgo- 
nudeotidcs antiscns sent sujci a degradation nudcolytiquc, ct soni priadpaleracnt scnsiblcs aujc cionudcasc Lcs antiscns fames 
qui fonl l'objct dc la prescnte iovcntioa sont dcs eaoleculcs qui nc prescntcnt pas d'cxtremitcs librcs ct qui prescntcnt done unc 
icsistancc accrue aux auaqucs cionudcasiqucs. Us oligonudeoddcs fcrmcs pcuvcnt done ag^r commc factcurs antiscns avcc one 
plus grande pcrtnnitc que lcs oligonudcotides rmcaircs oorrcspondants. De plus, dcs oligonudcotidcs antiscns fcnncs - arcu- 
laircs ou dc structure sccondaire cotnplcxe - pcnncttcnl de prendre cn comptc ks structures sccondairw et icrtiaircs dcs ARN 
mcssagcrs dblcs. Par cxcraplc; dc tels antiscns pcuvcnt ctrc rauldfonctionnds, et intcragir avcc plusicurs regions non contigucs dc 
rARN able. Dc plus, dcs oligonudcotidcs fcnncs pcuvcnt bit utilises sdon unc strategic dc type •'sens" pour interagjr de fa^on 
spcdfiqae avcc dcs facteurs protciques prcscntant unc afTinilc pour ccrtaincs sequences ct structures de TARN ou dc KADN. Dc 
facoa gcncralc, ks oligonudcotidcs fcnncs. cn particulicrdrculains. faisant l'objct de ruivcntion decntc la pourront hrc utilises 
dans tous Ics cas ou il sera avantagcux dc disposer d'un oligonudeotidc prcscntant unc resistance accrue aux cxonudcascs par 
rapport a un oCgonudcodde de mcmc sequence mais Hneaiie. 
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0 

OLIGOKDCL£OTIOES FERMtS, ANTISEKS ET SEKS, ET ITORS APPLICATIONS, 

La presence invention concerne des composes du type 
oligonucleotide ainsi que leurs applications. 

5 

Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synthetique d'ADN -ou d'ARN- de sequence corapiementaire A 
une sequence cible appartenant A un g^ne ou ^ un ARN 
raessager dont on desire bloquer specif iqueraent 1' expression. 

10 Les oligonucleotides antisens peuvent etre dirig^s centre 
une sequence d'ARN messager, ou bien centre une sequence 
d'ADN. Les oligonucleotides antisens hybrident i la sequence 
dont ils sont compiementaires et peuvent ainsi bloquer 
1' expression de I'ARN messager portant cette sequence. 

IS Le terme ^^oligonucleotide" est utilise de fagon generale 
pour designer un polynucleotide en serie ribo- ou 
desoxyribo-. Lorsqu'il sera question qu'une propriete 
particuliere liee ^ 1' utilisation d'une serie desoxyribo- ou 
d'une serie ribo-, on utilisera la denomination complete 

20 oligodesoxyribonucieotide ou oligoribonucieotide . Un 
oligonucleotide peut etre monocatenaire, c'est-i-dire ne 
comporter qu'un aligneraent de nucleotides, non apparies a un 
autre chalne, ou bien etre bicatenaire, c'est ^ dire 
comporter des nucleotides apparies ^ une autre chalne 

25 polynucieotidique Deux oligonucleotides compiementaires 
forment une structure bicatenaire. Un oligonucleotide 
monocatenaire peut cependant presenter des regions 
bicatenaires par appariements intra-catenaire entre 
sequences compiementaires portees sur le m&ue brin, 

30 Le terme hybridation utilise ici signifie la formation de 
liaisons hydrogenes entre des paires de bases 
compiementaires, la guanine et la cytosine forraant trois 
liens hydrogenes, et 1' adenine et la thymine en formant 
deux. 

35 

Les oligonucleotides antisens sont synthetises par voie 
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0 chimique et comportent fr^quemment des modifications 
alterant le squelette m^e de la molecule ou portent des 
groupement reactifs additionnels, localises i leurs 
extr6mites, Ces modifications introduites dans les 
oligonucleotides antisens ont pour buts soit d'augmenter la 
5 resistance de ces mol6cules k la degradation nucieolytique, 
soit de favo riser leurs interactions avec leurs cibles, soit 
de permettre des reactions de degradation/modification 
specif iques des cibles, ARN ou ADN, soit d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire • 

10 Les oligonucleotides antisens sont sensibles aux 
degradations nucieasiques, et principal ement k 1' action des 
exonucieases- Les nucleases se trouvent dans tous les 
compartiments -cellulaires et extra-cellulaire^, en 
particulier dans le serum- et provoquent une degradation 

15 rapide de ces molecules- Une utilisation pharmacologique de 
molecules antisens implique la resolution de ces problemes 
de degradation afin d'arriver k une pharmacocinetique 
satis faisante et done k une perennisation suffisante des 
effets de ces molecules, De nombreuses modifications 

20 chiraiques permettent aux oligonucleotides antisens de 
devenir resistants aux nucleases. Certaines modifications 
affectent directement la structure ou la nature de la 
liaison phosphodiester (methylphosphonates, 

phosphorothioates^ oligonucleotides alpha, phosphoraraidates 

25 pour citer quelques exeraples), d'autre consistent en 
1' addition de groupements de blocage aux extremites 3' et 5' 
des molecules (Perbost et al., 1989; Bertrand et al., 1989; 
Bazile et al., 1989; Andrus et al,, 1989; Cazenave et al., 
1989; Zon, 1988; Maher and Dolnick, 1988; Gagnor ec al., 

30 1987; Markus-Selcura, 1987) , 

Pour accroitre I'efficacite des interactions entre un 
oligonucleotide et sa cible, on peut ajouter k une extremite 
de 1' oligonucleotide antisens un groupement intercalant 
(acridines par exemple) . Enf in, on peut ajouter aux 

35 oligonucleotides antisens des groupements reactifs (agents 
alkylants, psoraienes, Fe-EDTA par exemple) capables de 
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0 provoquer des coupures ou des alterations chimiques 
definitives au niveau de la cible (Sun et al, 1989; Helene, 
1989; Durand et al,, 1989; Sun et al., 1988; Helene and 
Thuong, 1988; Verspieren et al., 1987; Sun et al,, 1987; 
Cazenave et al., 1988, 1987; Le Doan et al., 1987; Toulme et 

5 al., 1986; Vlassov et al., 1986) • 

Le dernier type de modification classique des 
oligonucleotides antisens consiste en 1' addition de 
groupements modifiant la charge et/ou I'hydrophilie des 
molecules afin de faciliter leur passage trans-raembranaire 
10 (Kabanov et al., 1990; Degols et al. 1989; Stevenson et al,, 
1989; Leonetti et al., 1988). 

Toutes ces modifications peuvent evidemment €tre combinees 
entre elles. 

15 Toutes les regions d'un AHN messager ne sont pas sensibles 
de la merae fa^on aux effets d'un oligonucleotide antisens. 
Un ARN messager n'est pas une molecule lineaire figee, raais 
au contraire une molecule comportant de nombreuses 
structurations secondaires (hybridations intra-moieculaires 

20 complexes) , tertiaires (repliements et conformations 
particulieres, pseudo noeuds) , et interagissant avec des 
nucleoproteines structurales et fonctionnelles (proteines 
basiques, complexes d'epissage, de poly-adenylation, de 
capping, complexe de traduction par exemple) . La 

25 disponibilite effective et 1' accessibilite des differents 
regions d'un ARN messager va dependre de leurs engagements 
dans ces structurations. Correiativement, I'efficacite d'un 
agent inhibiteur interagissant avec telle ou telle sequence 
va dependre egalement de 1' engagement de cette sequences 

30 dans une fonction particuliere. Les regions cibles pour les 
molecules antisens doivent etre accessibles a 
1' oligonucleotide . 

L' utilisation de logiciels de prediction de structures 
secondaires perraet de prevoir des degres d' accessibi 1 ite 
35 th6oriques et done d'orienter le choix de cibles pour des 
oligonucleotide antisens. Globalement, les regions les plus 
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0 utilisees comme cibles sont les sites de d&narrage de la 
traduction (region de I'AOG Uiitiateur) ainsi que les sites 
d'6pissage (jonctions SD/SA) . De nombreuses autres sequences 
n'ayant pas de fonctionnalitfes particuliferes et non engag6es 
dans des apparieraent intra-molfeculaires se sont averfees 

5 fegalement efficaces comme cible pour des oligonucl6otides 
antisens (voir les exenples cites plus loin) . 

Les oligod6soxyribonucUotides antisens peuvent egalement 
etre dirigfes centre certalnes regions d'ADN bicat^naire 

10 (sequences homopurines/homopyrimidines ou riches en 
purines/pyrimidlnes) et former ainsi des triples hfelices 
(Perroualt et al., 1990; Francois et al.(A), 1989; Francois 
et al.(B), 1989; Francois et al.(C), 1989; Wang ec al., 
1989; Maher et al., 1989; Sun et al., 1989; Boidot-Forget et 

15 al., 1988; Moser and Dervan, 1987; Dervan, 1986). Des 
oligonucleotides dirig6es ainsi contre I'ADN ont 6t6 appelfes 
"anti-g^ne" ou encore -anti-code". La formation d'une triple 
h61ice, au niveau d'une sequence particuli6re, peut bloquer 
la fixation de proteines intervenant dans 1' expression d'un 

20 g6ne et/ou permettre d'introduire des domraages irrfeversibles 
dans I'ADN si 1' oligonucleotide consid6r6 poss^de un 
groupement reactif particulier. De tels oligonucleotides 
antisens peuvent devenir de v6ritables endonucleases de 
restriction artificielles, dirig6es A la demande contre des 

25 sequences sp6cifiques. 

L' hybridation entre un oligonucleotide antisens et un ABN 
messager cible peut en bloquer 1' expression de plusieurs 
manieres, soit de facon st^rique, soit de facon pseudo- 

30 catalytique (Gagnor et al., 1989; Jesus et al., 1988; 
Markus-SeJoira, 1987) : 

-1' interaction entre I'ARN messager et un 
oligonucleotide antisens corapl6mentaire peut cr6er une 
barriere physique interdisant la fixation et/ou la 

35 progression de prot6ines ou de complexes prot6iques 
necessaire t la traduction, i la maturation, A la 
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0 stabilisation ou au transport de I'ARN messager, Ce blocage- 
physique aboutlra finaleraent une inhibition de 
i'expression de I'ARN messager cibl6. 

-1' hybridation entre un ARN messager et un 
oligod6soxyribonucl6otide antisens va cr^er un substrat pour 
5 la RNase H, enzyme present dans toutes les cellules 
eucaryotes. La RNase H est un enzyme qui degrade 
sp^cifiqueraent I'ARN lorsqu'il est hybrids & de I'ADN, 
L' hybridation d'un oligonucleotide antisens A un ARN cible 
aboutira done ^ la coupure de cet ARN cible h 1' emplacement 
10 de cette hybridation, et done A son inactivation definitive • 

-Par ailleurs, comrae indiqu^ plus haut, les 
oligonucleotides antisens peuvent comporter des groupement 
r6actifs capables de produire directement des do-jtiages 
irreversibles dans la molecules d'ARN cible. 

15 

En ce qui concerne les oligonucleotides antisens diriges 
contre I'ADN ils peuvent agir soit en inhibant la fixation 
d'une proteine de regulation indispensable ^ I'expression du 
gene clbie (facteur de transcription par exemple) , soit en 
20 introduisant des dommages irreversibles (coupures, cross- 
links) dans la molecule d'ADN, la rendant inapte, 
localement, pour I'expression genetique. 

Les ribozyraes sont des molecules d'ARN douees d'activites 
25 enzymatiques, capables en partlculier de provoquer des 
coupures endonucieasiques dans des ARNs cibles. Un ribozyme 
peut etre considere comme un oligonucleotide antisens 
particulier, doue d'une activite catalytique endonucl6asique 
naturelle (Vasseur, 1990; Symons, 1989; Jeffrie and Symons, 
30 1989; Haseloff and Gerlach, 1988; Uhlenbeck, 1987; Symons et 
al., 1987). Typiquement, un ribozyme est constitue de deux 
parties, d'une part il comporte une sequence complement a ire 
a la sequence cible que I'on desire couper, et d' autre part, 
une sequence catalytique, faisant office de groupement 
35 reactif (Fedor and Uhlenbeck, 1990; Uhlenbeck et al; 1989; 
Sheldon and Symons, 1989; Sampson et al., 1987). II est 
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0 possible actuellement, en utilisant un site actif consensus 
deduit de ia sequence de ribozymes viraux, de couper 
th6oriquement n'importe quel ARN messager, en une position 
d6terinin6e A I'avance (Haseloff and Gerlach, 1988; 
Uhlenbeck, 1987) . Les ribozymes rcncontrent les m€iues 

5 probl^es d' utilisation que les oligonucleotides antisens 
class iques, en particulier en ce qui conceme les phdnomtees 
de degradation, les ARNs ^tant encore plus sensibles A la 
degradation nucl^olytique que les ADNs, 

10 Les oligonucleotides antisens permettent de bloquer 
specifiquement I'expression d'ARN messagers cellulaires, par 
example de messagers de type oncogenique, (Tortora et al., 
1990; Chang et al., 1989; Anfossi et al., 1989; Zh^ng et 
al., 1989; Shuttleworth et al., 1988; Cope and Wille, 1989; 

15 Cazenave et al,, 1989) et de norabreux diff^rents types d'ARN 
raessager viraux, provenant de virus aussi varies que le VSV 
(Degols et al., 1989; Leonetti et al^, 1989), le SV40 
(Westermann, et al., 1989), les virus influenza (Kabanov et 
al., 1990; Zerial et al., 1987), le virus de I'encephalo- 

20 myocardite (Sankar et al-, 1989), i'adenovirus 
(Mircshnichenko et al,, 1989), le HSV (Gao et al., 1988) et 
le HIV (Matzukura et al., 1989; Stevenson et al., 1989; 
Matzukura et al., 1988; Goodchild et al., 1988). 
Avec des ril>ozymes, on peut cliver in vivo I'ARN messager 

25 codant, pour le g^ne marqueur CAT (Cameron and Jennings, 
1989), inhiber le processus de maturation de I'ARN messager 
d'histone (Gotten et al.l989; Gotten and Bimstiel, 1989) ou 
proteger partiellement la cellule centre 1' infection par 
HIV-1 (Sarver et al,, 1990), 

30 

Les oligonucleotides peuvent egalement etre utilises dans le 
cadre de strategies de type "sens'', Cette approche consiste 
a utiliser un oligonucleotide en serie d6soxyribo- ou ribo-, 
monocatenaire ou bicatenaire, de sequence specifique, comme 
35 agent de fixation d'une. proteine presentant une af finite 
pour cette sequence et dont on desire diminuer ia 
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0 concentration efficace, par con^tition, A I'int^rieur des 
cellules. On peut envisager ainsi d'utiliser des 
oligonucleotides interagissant avec des facteurs de 
transcription, des facteurs d'encapsidations viraux, des 
facteurs de r6gulation de la traduction, etc., Cette 
5 approche n'est pas encore exploit^ comzne I'est la strat6gie 
antisens plus classique. Dans ce cas, le probl^e de la 
stability des oligonucleotides est 6galement un facteur 
important critique pour I'efficacitfe et la p6rennit6 de leur 
action, L' utilisation d' oligonucleotides modifies pour une 

10 telle approche peut se heurter A des probiemes structuraux 
de reconnaissance par les prot6ines. La possibilite de 
disposer d' oligonucleotides naturels stables dans le s^rura 
et les cellules perraettrait d' envisager le d6veloppeir '^nt de 
nouvelle voies th^rapeutiques cibl^es en particulier sur les 

15 facteurs de regulations k affinite pour les acides 
nucieiques- 

Les oligonucleotides antisens, et sens, sont done des agents 
pharmacologiques potentiels, puissants et hauteinent 

20 specifiques, permettant d'inhiber I'expression de raessagers 
codant pour des produits exergant des effets pathogenes, 
L' utilisation therapeutique des oligonucleotides se heurte 
cependant ^ plusieurs probiemes de type physiologiques, en 
particulier celui de la deiivrance intracellulaire de ces 

25 molecules et celui de leur sensibilite k la degradation 
nucieolytique, L' utilisation de derives modifies permet de 
surraonter le probierae de la sensibilite aux nucleases, mais 
introdult un nouveau probieme, celui de la toxicite 
eventuelle des modifications chiraiques introduites dans la 

30 molecule. 

L' utilisation des oligonucleotides antisens modifies pose en 
effet des probldmes de nature toxicologiques. Si certaines 
des modifications sont reputees plut6t neutres, la plupart 
ne sont pas denuees de toxicite potentielle. 
35 Des oligonucleotides antisens modifies chimiquement peuvent 
presenter une toxicite k plusieurs niveau, soit directement 
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0 par des effets de la molecule enti^re, soit indirectement 
via les effets des produits de dfegradation. Des nucleotides 
porteurs de modifications chimiques, et presents dans une 
cellule A une concentration 61ev6e peuvent ainsi prfesenter 
une toxicity -et plus particuliferement une g6notoxicit6- non 

5 negligeable au plan phannacologique . 

Par exeniple, de nombreux probl&nes soulev6s par I'emploi 
d'oligonucUotides antisens modifies, en particulier des 
effets anti-viraux non s6quence-sp6cifiques, seinblent bien 
etre dus i la nature de certaines des modifications 
10 chimiques introduites dans les oligonucleotides antisens 
pour les rendre r6sistant aux nucleases. 

Au plan toxicologique, il est done 6vident que mo^is on 
modifie la structure naturelle de 1' oligonucleotide, moins 

15 on risque d'etre confront^ k des probiemes pharmacologiques . 
one molecule naturelle d'ADN ou d'ARN, ainsi que ses 
produits de degradation, ne pose pas ou peu de probleme de 
toxicologie et de pharmacocinetique, ce qui n'est pas le cas 
d'une structure modifiee pouvant donner apres metabolisation 

20 des derives multiples et potent iellement toxiques. 

II serait done avantageux de pouvoir disposer 
d' oligonucleotides naturels, ne comportant que des desoxy ou 
ribonucleotides normaux, relies entre-eux par une liaison 
25 phosphodiester normale, mais pr6sentant cependant une 
resistance 4 la degradation. 

L' invention pr6sentee ici a pour objet un nouveau type 
structural d' oligonucleotide antisens, ou sens, resistant 
30 aux exonucleases sans intervention de modifications 
chimiques stabillsantes . Les oligonucleotides faisant 
1' objet de 1' invention ont la particularite de presenter une 
structure fenn6e, n' off rant pas d'extr6mite disponible A la 
degradation exonucl6asique • 

35 

De tels oligonucleotides peuvent etre utilises dans leur 
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0 6tat nature! mais peuvent cependant comport er fegalement des 
nucleotides modifies, des groupements r^actifs, ou §tre 
associ^s physiquement ^ d'autres iaol6cules ou macromolfecules 
dans le but de renforcer leur efficacit6 d' inhibition, leur 
penetration, leur affinity pour leurs cibles, leur clblage 

5 cellulaire ou intra-cellulaire, ou pour optimiser toute 
autre propri6t6. 

II. DESCRIPTION DE L' INVENTION 

10 Dans les cellules, et plus encore dans un organisme, dans la 
circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides 
antisens naturels sont sensibles aux nucleases. Les 
nucleases sont des enzymes de degradation capables de oouper 
les liaisons phosphodi ester de I'ADN ou de I'ARN, soit en 

15 introduisant des coupures internes sur des molecules mono- 
ou bicatenaire, soit en attaquant ces molecules k partir de 
leurs extreraites. Les enzymes attaquent de fagon internes 
sont appeiees les endonucieases et celles attaquant par les 
extremites sont appel^s exonucieases. 

20 

La stability des oligonucleotides antisens -dene leur 
efficacite- peut etre considerablement augmentee en 
introduisant diverses modifications chimiques les rendant 
resistant h la degradation comme decrit ci-dessus. 

25 II est etabli que ce sont les exonucieases qui sont la 
principale cause de degradation des oligonucleotides 
antisens dans le s6rum et dans la cellule. Plus 
particulierement, il serable que les exonucieases s' attaquant 
^ I'extremite 3' OH soient surtout k incriminer dans ce 

30 phenomene. 

Des modifications apportees t la structure des extremites 
des oligonucleotides antisens peuvent les proteger, bloquer 
les activites des exonucieases, et conferer aux 
oligonucleotides une stabilisation accrue. 

35 

L' invention decrite ici est fondee sur I'idee nouvelle que 
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0 des oligonucl6otides fenn6s, ne comportant pas d' extremites 
libres, seront done, par definition, r6sistants A ce type de 
degradation. Des oligonucleotides ferm6s, circulaires par 
exeraple, ne pr6sentent pas de substrat accessible aux 
exonucieases 3' ou 5' et sent done ainsi stabilises. 



5 



Plus particulierement, 1' invention CQnceme done un agent 
antisens ou sens du type oligonucleotide, caracteris6 en ce 
qu'il est eonstitue d'une ou plusieurs sequence (s) 
d' oligonucleotides monocatenaires dont les extremites sont 
10 reliees entre elles par des liens covalents pour former au 
moins partiellement une structure monocatenaire fermee. 

ces agents sont parfois denommes ci-aprfes oligonucH ^tides 
fermes ou oligonucleotides circulaires, dans la mesure oil ce 
15 type de compose presente de preference une majorite de 
nucleotides par rapport aux structures non nucieotidiques . 

La definition du terme oligonucleotide a 6te donnee 
precedennnent et incorpore aussi bien la s6rie ribo- que 
20 desoxyribo- naturelle, de meme que les modifications de ces 
bases qui seront giobalement d6nommees ci-apr^s non- 
naturelles et qui ont 6galement et6 6TOqu6es pr6c6deinraent . 

Le lien covalent peut etre une structure covalente non 
25 nucieotidique proteique, lipidique, osidique et/ou une 
structure mixte, comme cela sera explicite ci-apres. On 
prefere toutefois utiliser une structure covalente 
nucieotidique, c'est A dire une liaison phosphodiester . 

30 L' invention concerne des oligonucleotides fermes, 
circulaires par exemple, n'ayant pas d'extremites libres, 
mais composes par une suite de bases nucieotidiques reliees 
entre elles par tout types de liaisons, et 
preferentielleroent par des liaisons de type phosphodiester. 

35 ces bases pourront etre associees entre elles par des 
liaisons telles que la distance entre ces bases sera 
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0 d' environ 3 A A 4 A ce qui est la distance que I'on trouve 
dans les molecules naturelles d'ADN ou d'ARN lorsque les 
liaisons internucl6otidiques sont assur6es par des 
grouperaents phosphodiesters . Les oligonucleotides fenn6s, 
circulaires par exemple, seront coraposfes avantageusement de 
5 nucleotides naturels li6s pr6f6rentielleinent entre-eux par 
des liaisons phosphodiesters non inodifi6es, mais pourront 
egalement comporter des nucleotides modifies et/ou des 
liaisons modifiees respectant les distances entre bases et 
permettant les rotations axiales heiicales caracteristiques 

10 des conformations des acides nucieiques. Les 
oligonucleotides fennes seront done composes avantageusement 
des bases A, T, G, C, ou U, sous leurs formes desoxy- ou 
ribonucleotidiques . Les oligonucleotides ferme pourror.c done 
etre soit des oligodesoxyribonucieotideS/ soit des 

15 oligoribonucieotides, soit des molecules mixtes comportant 
des desoxyribonucieotides et des ribonucleotides. 

Sont done comprises dans 1' invention, toute molecule d'ADN, 
ou d'ARN, -ou mixte ADN/ARN-, monocatenaire, fermee, 

20 circulaire ou possedant une partie circulaire, obtenue de 
facon biologique, chiraique, ou par des precedes associant 
les techniques de la chimie de synthase A celles de la 
biologie et de la biochimie, presentant une resistance aux 
exonucieases superieure A eelle d'un oligonucleotide de meme 

25 sequence mais compieteraent lineaire, ne presentant pas de 
structure fermee. 

Des exemples d' oligonucleotides fermes sont presentes dans 
- les figures lA A IC. 

30 La figure lA presente des exemples de structure 
d' oligonucleotides antisens fermes. La figure IB presente 
des exemples de structure d* oligonucleotides sens fermes. La 
figure IC pr6sente une molecule mixte pouvant exercer un 
effet sens et antisens, 

35 

Le nombre de nucleotides unitaires composant les 
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0 oligonucleotides ferm6s peut varier dans de larges 
proportions notainment entre 10 et 200, mais ce nombre sera 
avantageusement compris, 4 titre indicatif, entre une 
vingtaine et une cinquantaine de nucleotides, selon la 
structure de fermeture (circulaire, structure en lasso, en 
5 ballon, structure bicattoarisee, etc., voir plus loin les 
descriptions des diff6rentes structures), les utilisations 
(molfecule antisens anti-ARN, molfecule antisens anti-ADN, 
molecule sens anti-prot6ique) , le type de 1' oligonucleotide 
-descxy ou ribonucieotidique- (antisens simple ou antisens 
10 ribozymique, etc..) et les cibles considerees (AKNmessager, 
ARN premessager, structure secondalre particulifere, etc.). 

Les oligonucleotides fenn6s faisant I'objet de la pi-^sente 
invention sont pr6ferentiellenient composes par une sequence 
15 de bases conportant de 1' adenine (A), de la guanine (G) , de 
la cytosine (C) , de la thymine (T) et de I'uracile (O) , de 
formules generales present6es en figure ID. 

Les oligonucleotides ferm6s pourront egalement comporter des 
20 nucleotides rares (Inosine, I, ou rl par exemple) ou des 
nucleotides modifies, soit en s6rie desoxyribo- soit en 
serie ribo-. 

Les oligonucleotides fermes pourront comporter des 
25 nucleotides modifies au niveau de la Uaison phosphodiester, 
par exemple, selon les quelques formules pr6sent6es en 
figure 2. Par exemple, les oligonucleotides fermes pourront 
comporter un ou plusieurs des grouperaents bien connus que 
sont les phosphorothioates, les methylphosphonates, les 
30 phosphorodithioates, les phosphoselonates, les 
phosphoroamidates, les alkyl-phosphotriesters . Notons 
cependant que les oligonucleotides antisens fermes 
comprendront pr6ferentiellement des nucleotides naturals, 
relies entres-eux par des liaisons phosphodiesters non 
35 modifiees. 
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0 Les oligonucleotides ferm6s pourront comporter des 
nucleotides r6actifs, capables d'^tablir des liens avec la 
sequence de la molecule cible complementaire a 
l'oligonucl6otide, 

5 Ainsi, les oligonucleotides fermes pourront porter des 
groupements r^actifs greff^s sur les nucleotides, comme par 
exemple des groupements psoraienes, ou d'autres 'agents de 
pontage ou agents intercalant pouvant reagir avec la 
sequence de la molecule cible complementaire ^ 
10 1' oligonucleotide (voir les quelques exemples non-exhaustifs 
presentes en figure 2) , 

Les oligonucleotides antisens fermes pourront ega\eraent 
inclure, parrai les nucleotides faisant partie de la 

15 structure fermee, une sequence d'ARN presentant une activlte 
catalytique. Ces oligonucleotides circulaires seront ainsi 
des ribozymes circulaires, aux extremites jointes, 
comportant, en plus de la sequence catalytique pouvant etre 
toute sequence d'ARN capable de provoquer une coupure ou un 

20 modification dans une sequence d'ARN cible, une sequence de 
type antisens, complementaire ct la sequence cihiee, et 
pouvant ^tre constituee soit d'ARN, soit d'ADN soit d'un 
melange ADN/ARN {figure 3) . 

25 Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
ferm6s couples ^ des molecules pennettant d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire, et en particulier des 
groupement lipophiles, des polypeptides ou des proteines. 

30 Les oligonucleotides fermes presentent la caracteristique 
principale de ne pas offrir de substrat aux exonucieases 3' 
et 5' . Pour acquerir cette propriete, la structure la plus 
simple est un oligonucleotide circulaire, formee d'une 
succession de nucleotides relies entre eux par des liaisons 

35 phosphodiesters comme schematise plus haut, et presentant ou 
non des appariements intracatenaires (figures lA A IC et 
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0 figure 4) . 

D'autres structures de molecules ferni6es par une liaison non 
phosphodiester 3' -5' peuvent 6galement 6tre synth6tis6es et 
presenter une r6sistance partielle ou totale aux 
5 exonucleases. 

Font 6galeinent partie de 1' invention des molecules en lasso 
composfees de r6sidus d6soxy ou rlbonucl6otidiques et fenn6s 
soit par une liaison faisant intervenir soit l'extr§rait6 3', 

10 soit l'extr&nit6 5' de la molfecule (figures lA A IC et 
figure 4B) . Dans ces molecules en lasso, la partie lin6aire 
peut ne comporter qu'un seul rfesidu nucl6otidique, ou bien 
peut comporter une chalne lat^rale nucl6otidiq je de 
plusieurs r6sidus. Dans ces structures, I'un des nucleotides 

IS terminaux de 1' oligonucleotide est coupl6 i un nucleotide 
interne, par une liaison pouvant s'effectuer avec la base ou 
avec le sucre, ou avec le groupement phosphodiester. De tels 
oligonucleotides pr6sentent une extremite libre et une 
extremite bloquee. La resistance aux exonuclfease sera done 

20 partielle, 1' extremite libre pouvant faire I'objet d'une 
degradation nucieolyticjue. Les extremites 5' et 3' des 
oligonucleotides ne sont pas sensibles de fac»n equivalences 
S la degradation, I'extremite 3' 6tant la plus sensible. Un 
oligonucleotide circulaire en lasso, ne prfesencant que 

25 I'extrendte 5' libre est proteg6 en grande partie centre la 
degradation. De plus, les exonuciease pouvant degrader la 
partie lin6aire du lasso seront arret6es au niveau du point 
de branchement. A ce stade, 1' oligonucleotide est devenu 
totalement resistant aux exonucl6ases 3' et 5', quelle que 

30 soit 1' extremite libre ou branch6e inltialement. De telles 
molecules en lasso peuvent comporter des residus 
nucieotidiques naturels ou modifies comme enonce plus haut 
au paragraphe precedent. La structure generale des molecules 
en lasso est present6e en figure lA et figure 4B. 

35 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
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0 ferm^s en ballon, conune d^crits dans la figure lA, la figure 
IB et la figure 4C. Ces oligonucleotides sbnt ferrous par one 
liaison chimique correspondant ^ un pontage intercatehaire 
realises entre deux nucleotides internes. Ce pontage peut 
§tre effectue par le biais d'un nucleotide reactif - 
5 photoactivable par exeinple- ou bien en utilisant un r^actifs 
exogdne etablissant un lien entre deux rfegions appari^es de 
1' oligonucleotide. Un tel oligonucleotide en ballon ne 
presente qu'un nombre limite, ou pas, de sites substrats 
pour des exonucieases • Meme si le ou les pontages fermant la 

10 molecule oligonucieotidique sont pas effectues au niveau des 
nucleotides terminaux, seuls seront accessibles aux 
exonucieases les quelques nucleotides localises de part et 
d' autre du point de pontage, aux extremites de la raoJ^.cule. 
Les exonucieases pourront cliver les liaisons 

15 phosphodiesters reliant les nucleotides des extremites non 
coupiees, mais seront arretees ^ partir du site de pontage. 
Les nucleotides engages dans le pontage sont resistants aux 
exonuciease, totalement ou partiellement, et protegent ainsi 
1' oligonucleotide contre la poursuite de la degradation 

20 nucleolytique. 

Font egaleinent partie de 1' invention une autre famille 
d' oligonucleotides circulaires refermes sur eux-memes par 
1' intermediaire d'une molecule non nucieotidique . Ces 

25 oligonucleotides ferraes possedent une partie de leurs 
structure moieculaire correspondant A une sequence d'ADN ou 
d'ARN dans laquelle les bases sont non modifiees, et dont la 
premiere unit6 nucieosidique est relive ^ la derniere par 
une liaison faisant intervenir une structure molecule 

30 quelconque . Par exemple, les oligonucleotides antisens 
peuvent etre circularises au moyen d'un couplage entre les 
nucleotides terminaux par une structure proteique ou 
polypeptidique qui seront lies aux unite nucieosidiques 
terminale par tout type de couplage {figure 4) . Font done 

35 egalement partie de I'invention des oligonucleotides 
circulaires comportant une partie nucieotidique et une 
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0 partie prot^ique, L' insertion de cette partie prot6ique peut 
s'effectuer par divers proc6d6s de couplage. La fraction 
prot^ique peut §tre con<?ue pour accroltre I'efficacitfe de la 
molecule nucl6otidique par diff6rents m^canismes. La partie 
prot^ique pourra, par exemple, favoriser I'internalisation 
5 de 1' oligonucleotide dans des cellules, penuettre de cibler 
6ventuellement certaines cellules en choisissant un 
determinant prot^ique utilise, Les composants proteiques ou 
peptidiques utilises dans les oligonucleotides circulaires 
de ce type pourront egalement etre des molecules de 

10 signalisation, permettant un ciblage intra-cellulaire des 
oligonucleotides. Par exeraple, on pourra utiliser des 
peptides d'adressage nucieaire provenant de proteines 
naturelles cellulaires ou virales. Cet aspect de l'im--ntion 
consiste done k proposer des oligonucleotides, de structure 

15 nouvelle^ et conportant des con$)Oses susceptlbles de reagir 
specifiquement avec des recepteurs particuliers de la 
surface membranaire de la cellule, d'etre intemalisees par 
les dites cellules, et d'exercer leur activite biologique a 
l''interieur de la cellule, 

20 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-memes par des grouperaent 
lipophiles ou des chalnes comportant des radicaux lipophiles 
et favorisant 1' internalisation cellulaire de ces molecules. 

25 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes associes par des couplages covalents ou non covalents 
a des structures d'encapsidation de type liposomiques ou de 
tout autre structure lipoproteique ou lipopolysaccharidique. 

30 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-memes par une liaison 
phosphodiester, mais comportant de plus une ou piusieurs 
liaisons internes produites par des agents reactifs 
35 appartenant A la structure de la molecules elle-meme ou 
apportes de fa^on exogene. 
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0 Ces molecules poss^deront les caract6ristiques de resistance 
aux exonucl6ases des oligonucleotides circulaires et offrent 
de plus des conformations secondaires particuli^res, pouvant 
§tre adaptees A la reconnaissance, de sites particuliers sur 
des cibles pr^sentant elles-memes des conformations 

5 secondaires ou tertiaires particuli^res, que ces cibles 
soient des acides nucl6iques ou tout autre structure 
cellulaire ou virale susceptible de presenter une affinity 
elective et selective envers un polynucleotide de structure 
primaire et secondaire particuliere, 

10 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
antisens circulaires ou fermes susceptibles de former une 
triple heiice avec I'ARN cible. La formation d'une triple 
heiice permet de stabiliser 1' interaction ADN/ARN entre 

15 1' antisens et la sequence cible. 

De facon generale, on peut egalement dire qu'un antisens 
circulaire est xin compose prodrug'' par rapport A un oligo- 
nucleotide antisens lineaire. La coupure d'un oligonu- 
cleotide circulaire donnera naissance A un oligonucleotide 

20 lineaire qui pourra exercer un effet antisens ciassique, 
avec retard. 

Bien qu'assez souvent les composes selon 1' invention 
comporteront des sequences nucieotidiques non susceptibles 

25 de s'auto-apparier font egalement partie de 1' invention des 
oligonucleotides fermes comportant des regions auto- 
appariees formant une structure bicatenaire de longueur 
variable (voir figure 5) • Cette structure bicatenaire pourra 
avoir plusieurs rdles, par exemple celui de stabiliser la 

30 molecule pour permettre sa circularisation, lors de la 
synthase des molecules circulaires (voir plus loin les 
precedes de preparations) • Cette structure bicatenaire 
pourra egalement avoir un r61e actif, comme par exemple 
celui d'interaglr avec des proteines presentant une af finite 

35 pour cette sequence. La structure bicatenaire pourrait 
correspondre ci une sequence de fixation pour des facteurs 
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0 protfeiques. En particulier, un aspect de 1' invention est de 
foumir des mol6cules oligonucl6otidiques naturelles stables 
pouvant fixer des facteurs prot6iques cellulaires ou viraux 
et done interferer avec des processus biologiques mettant en 

jeux ces facteurs. 
5 an exemple de 1' utilisation d'oligonuclfeotides fermfes 
comportant une region auto-appari6es -des oligonucleotides 
destines i une telle application seront avantageusement 
circulaires siiaplement- est la competition iutra-cellulaire 
avec des facteurs de transcription. Dans ce cas, la partie 

10 bicat6naire de 1' oligonucleotide ferm6 portera la sequence 
de fixation du facteur de transcription, du rSgulateur, du 
recepteur nucl6aire hormonal que I'on d6sire pi^ger. 
L' interaction entre 1' oligonucleotide circ-laire 
bicatenarise et un facteur de transcription va aboutir i 

15 reduire la disponibilite intra-cellulaire de ce facteur, et 
done va modifier les equilibres de regulation pour lesquels 
ce facteur intervient. S'il s'agit d'un facteur de 
transcription positif, exer<?ant un effet de stijnulation, le 
blocage de ce facteur aboutira A une inhibition des gfenes 

20 consideres; s'il s'agit d'un facteur n6gatif, inhibant 
I'expression de genes apres interaction avec I'ADN 
cellulaire, alors I'expression de ces genes sera stimulfee. 
De fa?on generale, les oligonucleotides fermes, de type 
circulaire, de serie desoxyribo- et conT>ortant une partie 

25 bicatenaire pourront interagir dans des buts th6rapeutiques 
avec tout facteur prot6ique pr6sentant de I'af finite pour 
I'ADN et dont on d6sire r6duire ou alt6rer les effets dans 
une situation pathologique donn6e. 

II est egalement envisager d'utiliser des oligonucleotides 
30 fermes, avantageusement circulaires, pour combiner des 
approches antisens et sens dans un but de plus grande 
efficacite. Ce proc6de consiste t utiliser siraultaneraent un 
oligonucleotide antisens ferrae dirige contre I'ARN messager 
d'un facteur de transcription, et un oligonucleotide "sens" 
35 ferme comportant une structure bicatenaire de sequence 
correspondant au site de fixation sur I'ADN de ce facteur de 
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0 transcription. Deux niveaux d' action sont done cibl6s 
siraultan^raent, en synergic, sur la meme molecule cible, 
I'antisens diminuant la synthase de ce facteur et la 
molecule sens exergant un effet de pi^ge sur les molecules 
r^siduelles pouvant subsister, Les approches corabin^es sens 

5 et antisens pourront Stre utilis6es soit pour cibler la m&ne 
prot^ine, h deux niveaux d' expression et de fonctionnalit^ 
diff6rents, soit pour attaquer deux prot6ines diff6rentes, 
dans un but de recherche de la plus grande efficacit6 du 
proc4d6, 

10 

Cette approche double peut faire appel ^ 1' utilisation 
simultan6e de deux molecules differences, I'une sens et 
1' autre antisens, ou bien A une seule luo^^cule 
oligonucl^otidique ferm^e coinme celle d^crite dans la figure 
15 IC. 

Un autre exemple de I'utilisation d' oligonucleotides fermes 
est la competition intra-cellulaire avec des facteurs 
d'af finite pour certaines sequences d'ARN bicatenairfe. C'est 

20 le cas pour certaines proteines de regulation interagissant 
avec les ARN messagers, en particulier avec ies ARN 
messagers viraux. On peut citer par exeraple le cas du 
produit du g^ne tat de HIV qui se fixe sur une region 
bicatenaire le I'extremite 5' de I'ARN messager viral. Pour 

25 etre utilises comme agents interagissant avec tat, dans le 
cas de cet exeraple, les oligonucleotides fermes -circulaires 
par exen^le- comprendraient une partie bicatenaire en serie 
ribo-, le reste de 1' oligonucleotide etant compose de 
nucleotides soit en serie ribo- soit en serie desoxyribo-. 

30 De fagon generale, ies oligonucleotides fermes faisant 
i'objet de 1' invention pourront etre utilises comme 
molecules stabilisees pour le piegeage de facteurs 
proteiques presentant une affinite pour les acides 
nucieiques, ADN ou ARN, monocatenaire ou bicatenaire, en 

35 mimant k la fois la structure primaire (sequence) des sites 
d'affinite et les structures secondaires eventuelles 
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0 (structures en 6pingle 4 cheveux, structures cruclforines par 
exeinple) . 

De tels oligonucleotides ferm6s, avantageusement 
circulaires, comportant una sfequence nucl6otidlque reconnue 
par des facteurs protfeiques pourront 6galeiaent porter des 
5 groupements rfeactlfs capables d'effectuer des pontages, 
spontanfes ou photo-activables, avec les prot6ines 
interagissant avec eux. 

On aspect de 1' invention, comme d^crit de facon d6taill6e au 
10 paragraphe pr6c6dent, est done de fournir de nouveaux 
oligonucleotides naturels stables capables d'€tre 
internalises dans les cellules et d'interagir ensuite avec 
des facteurs cellulaires ou viraux pr6sentant une alfinit6 
pour des sequences specif iques d'acides nucl6iques. 

15 

Font fegalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires associes deux k deux grfice aux con?>16nientarites 
de leurs sequences, pour former une structure circulaire 
bicatenaire complete ou partielle (pouvant presenter des 

20 non-appariements, autrement dit des '^mismatches") , et 
resistante aux exonucl6ases. Ces oligonucleotides 
bicatenaires circulaires pourront 6tre compose de 
nucleotides naturels, rares, artificiels, ou modifies, en 
serie desoxyrlbo- ou en s6rie ribo-. Ces oligonucleotides 

25 circulaires bicatfenaires pourraient etres composes d'ADN de 
forme I ou d'ADN de forme V, c'est-A-dire comportant des 
structures composites de type B et Z. L'ADN de forme I est 
de I'ADN circulaire super-enrouie, dont les deux brins 
presentent un entrelacement. L'ADN de forme V est un ADN 

30 dont les brins compieraentaires ne sont pas entrelac6s, 
c'est-A-dire un ADN forme de deux brins compiementaires, 
c6te-a-c6te- L'ADN bicatenaire peut adopter des 
conformations differentes. A, B ou Z. La forme la plus 
naturelle et la plus courante de I'ADN est une heiice droite 

35 de type B, alors que la forme Z, raoins fr6quente, est une 
heiice gauche, plus allong6e que la forme B. Une structure 
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0 circulalre telle que celle d^crlte ci-dessus, comportant 
deux brins complement aires non entrelac6s comportera A la 
fois des helices gauches et des helices droites. Un tel 
oligonucleotide circulalre bicat^naire pourra §tre utilise 
comme agent de type sens, pour interagir avec des protfeines 
5 pr6sentant de 1' affinity pour tine sequence particuli^re qui 
sera pr^sente sur 1' oligonucleotide consider^. Un tel 
oligonucleotide bicatenaire circulalre, en s^rie ribo en 
particulier, pourra egalement etre utilise comme 
immunostimulant de fa<?on generale, et plus particulierement 

10 comme agent d' induction d' interferons . A noter que cette 
fonction d' immunostimulation potentielle que presente 
certains ARNs pourra egalement etre exploitee en utilisant 
des oligonucleotides circulaires monocatenaires pres mtant 
des structures bicatenaires auto-appari6es gr^ce A des 

15 compiementarites internes de sequence et en tirant parti de 
. I'avantage que confere la resistance aux exonucieases d'une 
structure circulalre • 

III. PRfPARATIOK DES OLIGCWOCXfcOTIDES FERMfiS 

20 

Les oligonucleotides fermes qui font I'objet de 1' invention 
peuvent etre obtenus par voie chimique, biologique, ou par 
des approches faisant appel A des comblnaisons des 
techniques de la chimie de synthese et de la biologie 
25 moieculaire. 

Les oligonucleotides fermes peuvent done etre prepares, soit. 
^ partir d' oligonucleotides lineaires, refermes ensuite par 
des techniques chimiques ou biologiques, soit directement en 
30 tant qu' oligonucleotides par voie chimique, utilisant des 
reaction aboutissant A la cyclisation de la molecule. Ces 
deux approches sont considerees successivement ci-dessous. 



1-PRtPARATION O' OLlGOmiCLCOTIDES CIRCtJIAIRCS A PARTIR D' OLIGONUCLtOTIDES 
35 LIKtAIFES PAR IXS TECHKIQOES DE LIGATION 
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ODiverses mSthodes de synthase chimique d'oligonucl6otides 
naturels ont 6t6 d6velopp6es et sont bien connu des 
sp6cialistes travaillant dans les regies de I'art. Par 
exemple, une mSthode conslste d utiliser un support solide 
dit CPG (controlled pore glass) sur lequel le premier 
5 nucl6oside est fix§ covalemraent par un bras de couplage, par 
l'interm6diaire de son extr6iQit6 3'OH. L'extr6init6 5'OH du 
nuclfeoside est prot6g6 par un groupe dl-p-m6thoxytrityl 
acldo-labile. Cette approche, utilisant la chimie des 
phosphites trlesters, et dans laquelle des d6soxynucl6osides 

10 3'phosphoranddites sont utilises comme synthons est appelee 
la m^thode des phosphoramidites (Caruthers, 1985). Cette 
approche est la plus utilis6e actuellement et pr6sente 
I'avantage d'etre enti6rement automatique. La synth6£> d'un 
oligonucleotide i partir d'une premiere unit6 fix6e sur CPG 

15 commence par une fetape de d6protectlon au cours de laquelle 
le groupe trityl est 61imin6, puis une unit6 nucl6osidique 
activee sur son groupe 5' est additionnfee, les produits non- 
rfeactifs sont bloqufes, puis un nouveau cycle de 
deprotection/activation/couplage recommence, Typiquement, 

20 1' addition d'un d6oxynucl6otide s'effectue selon les quatres 
6tapes suivantes i) dfeprotection et Elimination d'un groupe 
protecteur dim^thoxytrityl par I'acide , ii) condensation du 
produit resultant avec un d6soxynucl6oside 3'- 
phosphoramldite, donnant un d6soxydinucl6oside phosphite 

25triester, iii) acylation, c' est- Wire blocage des 
groupements 5'-hydroxyl n'ayant pas rfeagit et iv) oxydation 
du phosphite triester en phosphate triester. La r6p6tition 
de tels cycles conduit k la synthase d' oligonucleotides 
pouvant atteindre plus de 200 unites. 

30 Pour citer" un second exemple, une autre approche utilisfee 
pour la synthase d' oligonucleotides est celle de la chimie 
des phosphonates (Froehler et al, 1986). Cette approche 
commence par la condensation d'un dfesoxynucieoside 3' -H- 
phosphonate avec un deoxynucieoside coupl6 A un supporr de 

35 verre de silice. Des cycles de condensation successifs 
conduisent A la synthase d' oligonucleotides H-phosphonates. 
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0 Ces oligonucleotides sent oxyd6s en une 6tape pour donner 
les phosphodiesters . 

En utilisant I'une ou 1' autre de ces techniques, ou tout 
autre procedure s6quentielle permettant la synthase chimique 
5 de chalnes polynucl6otidiques de sequence d6terrain6e ^ 
I'avance, on obtient des oligonucleotides lin^aires qu'il 
est possible de circulariser par voie biologique, en 
utilisant des enzymes de ligation. Pour pouvoir utiliser des 
ligases pour refermer les oligonucleotides sur eux-memes, 
10 les oligonucleotides doivent comporter un grouperaent 
terminal 5'P, que la phosphorylation du 5' terminal ait ete 
effectue par voie chimique, ou bien par voie biologique en 
utilisant une kinase (preferentiellement la polynucleotide 
kinase) et de I'ATP ou tout autre donneur de phosphate. 

15 

Differentes procedures convenant pour effectuer 
avantageusement la circularisation d' oligonucleotides 
lineaires sont decrites ci-dessous 

20 1-1-Un oligonucleotide lineaire peut etre circularise en 
etablissant une structure partiellement bicatenaire appariee 
pour perraettre le fonctionnement d'une ligase, comme la T4 
ligase, au raoyen d'un second oligonucleotide plus court que 
le precedent, et de sequence corapiementaires aux deux 

25 extremites du premier oligonucleotide, Dans ce cas, illustre 
figure 6, le second petit oligonucleotide fait office 
d'adaptateur et permet la mise bout k bout des deux 
nucleotides terminaux de 1' oligonucleotide A circulariser. 
L' action de la T4 ligase, ou de tout autre enzyme de 

30 ligation capable d'exercer son action sur I'ADN permet alors 
la circularisation en forraant une liaison phosphodiester 
entre ces deux nucleotides, Cette ligation peut se faire en 
solution, les deux oligonucleotides etant melanges dans un 
milieu permettant 1' hybridation et la ligation dans des 

35 conditions de concentration et de temperature convenable 
pour favoriser la circularisation intra-catenaire ec 
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0 d6favoriser les ligation inter-oligonuclfeotidiques pouvant 
diminuer le rendement de la reaction de circularisation 
proprement dite. 

1-2-One variante du proc6d6 d6crit au (1) consiste a 
5 effectuer la circularisation de 1' oligonuclfeotide tou jours 
grace k un adaptateur, mais en utilisant un oligonucleotide 
fix6 sur un support pouvant Stre par exeniple de la 
nitrocellulose ou un dferlvfe, une membrane de nylon, un 
support de verre, une structure polysaccharidique, ou tout 

10 autre support pennettant de fixer de facon covalente ou non 
covalente un fragment d'acide nucl6ique et permettant 
ulterieurement 1' hybridation entre ce fragment et un 
oligonucleotide et compatible avec 1' action d'une ligase. 
Cette procedure consiste done k fixer 1' oligonucleotide 

15 adaptateur sur un support, soit au moyen d'une liaison 
covalente, soit par des liens non-covalents . On utilisera de 
raaniere avantageuse les liaisons covalentes permettant 
d'effectuer un grand nombre de cycles d' hybridation/ligation 
avec 1' oligonucleotide k circulariser. L' oligonucleotide 

20 adaptateur pourra etre fix6 k son support soit au niveau 
d'un nucleotide terminal, directement ou au moyen d'un agent 
de couplage, soit par un nucleotide situ6 en position 
interne et portant un groupement reactif. Le schema de 
principe d'une telle m6thode est illustr6 figure 6. 

25 L'lnteret de fixer 1' oligonucleotide adaptateur est double: 
d'une part, cette fixation effectuee dans des conditions 
physiques contr616es (nombre de mol6cules fixees par unite 
de surface) permet de reduire 1' incidence de la formation de 
concatemeres lors de la reaction d' hybridation, k la suite 

30 de liaison inter-oligonucieotldiques et, d' autre part, elle 
facilite la realisation de reacteurs de ligation utilisant 
un grand nombre de fois les oligonucleotides adaptateurs 
pour de multiples cycles de circularisation. 

35 1-3-Les oligonucleotides pourront etre circularises en 
tirant parti de structures secondaires d61ibereraent 
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0 introduites en pr^voyant des sequences capables de se 
replier sur elles-memes en formant des structures 
bicat^naires partielles. Par exeinple, la figure 6 illustre 
le cas d'un oligonucleotide '"en halt^re", coraportant une 
partie lin^aire formant une boucle et coraportant la sequence 
5 de type ahtisens, une region bicatfenaire longue de 9 paires 
de baseS/ et une sequence de fermeture con^os^e de T5. Cette 
structure est capable d'effectuer des auto-appariements 
donnant ainsi une molecule susceptible d'etre utilis^e comme 
substrat par un enzyme de ligation comme la T4 ligase;- Dans 

10 ce cas, le rendement de la ligation depend entre autres de 
la stability de I'appariement au niveau de la structure 
bicat^naire. Plusieurs sequences d' appariement ont fait 
I'objet d'6tudes comparatives et I'une des s^q^^ences 
permettant un rendement de circularisation avantageux (de 

15 I'ordre de 75%) est indiqu6e dans la figure 6. Bien que 
n'importe lesquels des nucleotides puissent ^tres utilises 
pour r^aliser une boucle de fermeture de longueur variable, 
on utilisera pref^rentiellement de 4 cL 8 r^sidus, et 
principalement soit A soit T. 

20 La region bicat^naire d' apparieraent pourra comporter soit 
une sequence utilis6e seulement pour la formation de la 
structure en '"halt^re", soit une sequence correspondant en 
partie ^ la region cible et potentielleraent depla<?able par 
une hybridation inter-mol^culaire. 

25 Les conditions experimentales permettant la circularisation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donn^e en 
figure 6 sont indiqu^es precis^raent plus loin dans la partie 
exp6rimentale (voir ''Proprietes et Avantages des 
Oligonucleotides Fermes) . Dans le cas de cette sequence, le 

30 rendement de circularisation est de I'ordre de 75%. 

Cette technique a ete utilisee pour preparer les 
oligonucleotides circulaires dont il est question dans la 
partie experimentale 

35 1-4-Les oligonucleotides circulaires pourront egalement etre 
formes par une structure bicatenaires refermee sur elle-meme 
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0 d chaque extr6mit6 par une courte boucle de nucleotides de 
jonction. Ces oligonucl6otides pourront Stre utilises pour 
des approches de type Sens' telles celles d6crites plus 
haut. Un exemple typique d'un oligonucleotide sens est 
illustrfe figure 6. Cet oligonucleotide comporte une sequence 
5 appari6e de 24 nucleotides et deux boucles de jonction 
formees par T5. Dans 1' exemple donn6 ici, cet 
oligonucleotide circulaire comporte une structure 
bicatenaire correspondant & la sequence de reconnaissance du 
facteur de transcription h6patocytaire HNF-1. Un tel 

10 oligonucleotide peut etre circularise siinplement en tirant 
partie de la structure secondaire bicatenaire formee par les 
sequence corapiementaires . Le point de fermeture (c'est-A- 
dire les extr6mites) de 1' oligonucleotide seront choisles de 
facon a permettre la meilleure efficacite de circularisation 

15 par repliement intra-mol6culaire. Ce point pourra etre 
centre ou plus ou moins distal par rapport d. la ra6diane de 
la structure secondaire centrale. II convient 6galenient de 
noter que de tels oligonucleotides peuvent §tre synth6tise a 
partir non pas d'une reaction intra-moieculaire, mais par 

20 une reaction intermoieculaire, en utilisant deux 
oligonucleotides lineaires replies sur eux-memes, presentant 
une structure bicatenaire partielle et g6n6rant des bouts 
cohesif, pouvant s'apparier entre-eux (voir le schema en 
figure 6) . 

25 

1-5-Pourra etre utillsee pour cycliser des oligonucleotides 
devant comporter une region centrale bicatenaire une 
technique consistant A pr6parer deux oligonucleotides 
compiementaires, I'un long et 1' autre court, le second 

30 hybridant dans la partie centrale du premier. Par 1' action 
de la ligase de T4, il est possible de joindre les deux 
extremites du long oligonucleotides aux extr6mites de 
1' oligonucleotide apparie, meme si il n'y a pas d' homologies 
de sequence permettant . la formation d'un auto-appariement au 

35 niveau des sequences distales 3' et 5' . Un tel mecanisme 
aboutit A la formation d'une structure oligonucieotidique 
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0 circulaire ferm6e comportant une partie bicatenaire 
cent rale, 

1-6-Pour la pr6paration d' oligonucleotides circulaires en 
s6rie ribo- {oligoribonucl6otides) k partir 
5 d' oligoribonucl^otides lin^aires, les techniques utilisables 
sont de meme ordre que celles d^crites ci-dessus. Cependant 
il est egalement possible d'utiliser un enzyme, la RNA 
ligase de T4 qui est capable d'effectuer spontandment des 
circularisation d' oligonucleotides en s6rie ribo- ou 

10 d^soxyribo-. Cet enzyme perraet, en presence d'ATP, de clore 
des oligonucleotides lineaires et de les convertir en 
oligonucleotides circulaires- II est done possible, sans 
matrice particuliere, et en 1' absence de tout 
oligonucleotide adaptateur de circulariser ainsi des 

15 oligoribonucieotides. Ce meme enzyme permet egalement de 
circulariser des oligodesoxy ribonucleotides, mais avec une 
efficacite beaucoup raoins eievee que lorsqu'il s'agit 
d'oligoribonucieotides. La RNA T4 ligase sera employee 
avantageusement pour circulariser des oligonucleotides 

20 antisens comportant une activite ribozymique, ou bien pour 
circulariser des ARN "sens", comrae par exeraple les sequences 
d' interaction avec des transactivateurs de type tat de HIV. 

1-7-Les procedures decrites ci-dessus font toutes intervenir 
25 des enzymes de ligation pour former des liaisons 
phosphodiesters et clore les molecules lineaires. Pourront 
§tre utilisees pour circulariser des oligonucleotides dans 
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0 circulalres faisant I'objet de 1' invention, soit des enzymes 
de ligation en solution, soit des enzymes fix6es sur un 
support dans le but d'augmenter le rendement de la r6action 
et/ou d'en diminuer le coQt. 

Pourront 6galement 6tre utilis6es pour pr6parer les 
5 molfecules circulalres faisant I'objet de 1' invention tout 
r6actif chimique permettant une ligation chimique. Par 
exemple, et de fapon non limitative, pourraient gtre 
utilises des rfeactifs tels que le carbodiimide ou le bromure 
de cyanog^ne . 

10 

2 ADTBES VOIES CHIMIQOE EE PRfiPAEATIOH DES OLIGOKOOiOTIDES CIRCOIAIRES 

et/oo ferm£s 

La prfeparation d' oligonucl6otides fermfes dans un but 
15 d' application pharmacologiques, que ce soit pour des 
experimentations sur 1' animal ou pour la preparation de 
composes pharmaceutiques utilisera avantageusement des 
methodes chimiques permettant la preparation des quantites 
importantes requises. 
20 Plusieurs voles pourront Stres utilis6es, en particulier on 
pourra soit synth6tiser des oligonucleotides linfeaires par 
les voles usuelles que I'on fermera ensuite par ligation 
chimique ou par une liaison faisant intervenir des 
nucleotides terminaux, soit synth6tiser des oligonucleotides 
25pouvant faire I'objet d'une cyclisation directement en 
demiere 6tape de la synthase chimique. 

o-^-^ ypt-h^.«:P rhitni T^" rl^ o1 ioonnrl eot 1 tlR<i rvrllOUfiS 

30 Plusieurs procedures de preparation d' oligonucleotides 
cycliques ont 6t6 decrites (Barbato et al, 1989, de Vroom et 
al., 1988). Ces approches, en phase liquide ou sur support, 
permettent d'obtenir de courts oligonucleotides cycliques. 
Par exemple, on peut utiliser une technique consistant a 

35 fixer un premier residu nucl6otldique par l'interm6diaire du 
groupe amine exocyclique. A partir d'un tel support, 
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0 1' assemblage de 1' oligonucleotide peut s'effectuer A partir 
des deux extr^mit^s 3' et 5' qui sont prot6g6s et 
disponibles. La cyclisation est effectu^e, un fois la 
synthase achev6e, en utilisant par exemple du MSNT, apr^s 
d^blocage des grouperaents protecteurs des deux extr^mites* 

5 

Pourront ^tre utilis^es pour synth6tlser des 
oligonucleotides cycliques dans le but de fabriquer des 
molecules antisens ou sens r6sistantes aux exonucl^ases, 
tout proc^de de synthase pennettant 1' Elongation d'une 

10 chalne polynucieotidique i partir des deux extr^mites 3' et 
5', et la reunion de ces deux extremit6s apr^s acheveraent de 
1' elongation de la sequence cholsie. Pourront etre utilises 
tout precedes permettant la reunion chimique de- deux 
oligonucleotides lineaires synthetises independaininent et 

15 reassocies ensuite pour former une structure fermee au raoyen 
d'une reaction chimique specif ique des extremites. 

20 Divers proc6des pourront etre utilises pour fermer des 
oligonucleotides lineaires afin de former des structures 
closes faisant I'objet de 1' invention. Dans ces structures, 
I'un, 1' autre, ou les deux nucleotides terrainaux seront 
engagees dans une liaison de couplage. En dehors des 

25 structures strictement circulaires decrites plus haut, et 
que I'on pourra obtenir soit par ligation soit par tout 
autre reaction chimique, diverses d'autres structures 
fermees de evoquees pourront etres obtenues par couplage 
chimique . 

30 C'est le cas en particulier des structures en lasso ou I'un 
des nucleotides terrainaux -avantageuseraent le nucleotide 3' 
terminal- est couple ^ I'un des nucleotides de la partie 5' 
de 1' oligonucleotide . De telles structures pourront etre 
obtenues en utilisant des nucleotides modifies capables 

35 d'etablir des pontages avec d'autres parties de la molecule. 
C'est le cas egalement des structures en ballon, dans 
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0 lesquelles un pontage a 6t6 6tabllt par tout agent entre 
deux ou plus de deux nucleotides situ6s dans les regions 
terminales de 1' oligonucleotide, ces region 6tant appari^s 
un petit nombre de nucleotides, preferentlellement sur 4 a 
10 nucleotides. 

5 C'est le cas egalement des oligonucleotides qui seront 
fermes par 1' intermediaire de tout groupement, toute 
molecule ou macromoiecule permettant un couplage des 
nucleotides termlnaux entre-eux, ou entre un nucleotide 
terminal et un nucleotide interne, et pouvant accroitre 

10 I'efficacite du compose en terme de son action intra- 
cellulaire antisens ou sens, A titre d'exemple, on pourra 
utiliser pour cycliser les oligonucleotide des polypeptides 
longs par exemple de 5 4 100 acides amines, I'enchaiweraent 
polypeptidique devant avoir une masse suffisante pour etre 

15 reconnu par des recepteurs cellulaires et permettre une 
meillexire intemalisation ou un meilleur adressage* 

IV. EXEMPUES 0' APPLICATION 

20 Les oligonucleotides fermes, en particulier circulaires, 
faisant I'objet de 1' invention decrite ici pourront etres 
utilises dans tous les cas ou il sera avantageux de disposer 
d'un oligonucleotide presentant une resistance accrue aux 
exonucieases par rapport ^ un oligonucleotide lineaire, 

25 

Les oligonucleotides fermes, pourront en particulier etre 
utilises comme agents antisens ou sens pour agir de fapon 
specifique sur la transcription ou la traduction de 
proteine(s) dont on desire moduler le niveau d' expression 
30 dans un but de recherche ou de therapeutique. 

Les quelques applications possibles qui sont donnes ci- 
dessous ne sont que des exeraples non-exhaust if s et en aucun 
cas limitatifs de situations dans lesquelles une approche de 
35 type antisens, ou sens, pourrait etre envisageable, et ou 
1' utilisation d' oligonucleotides natureis resistants aux 
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0 exonucl6ases et pr^sentant une toxicity des plus r^duites 
offrirait un avantage. 

Plus particuli^rement, les composes selon 1' invention sont 
utillsables ^ titre d' agent th6rapeutique, notamment comme 
5 agent anti-viral ou anti-canc6reux, en particulier dans des 
compositions pharmaceutiques pour usage topique externe, ou 
pour usage systfemique. 

Mais ils peuvent 6galement etre des inducteurs d' iramuno- 
10 modulateurs naturels tels que 1' interferon. II est possible 
egalement de les utiliser en diagnostic in vitro ou in vivo 

De fapon g6n6rale, les oligonucleotides ferm^s, natur ^Is et 
circulaires en particuliers, trouveront des terrains 

15 d' applications particulidrement adapt^s dans le doraaine de 
la dennatologie en raison de Inaccessibility des cibles A 
traiter, et de la toxicity mineure ou inexistante de ces 
composes, Toutes les affections dermatologiques, pouvant 
relever d'un mecanisme de dysfonctionnement g^netique pour 

20 lesquelles on pourra identifier un facteur etiologique, en 
connaltre la sequence du g^ne, et/ou de I'ARN messager 
pemettra d'envisager potentiellement une approche anti- 
sens, -ou m§me une approche ''sens" dans certains cas 
favorables-. 

25 L' utilisation d' oligonucleotides naturels, done presentant 
la toxicite la plus reduite, permet d'envisager la 
possibilite de ce genre d' approche pour des affections 
graves ou mineures, et meme eventuellement pour des 
utilisations de type cosmetologiques, c'est-A-dire sur peau 

30 saine, et dans un domaine d' application ou les toxicites des 
produits doivent etres les plus basses possibles, 

A cote des cibles virales definies plus loin, de nombreuses 
maladies dermatologiques pourraient etres traitees par des 
35 oligonucleotides naturels circulaires ou fermes resistants 
aux exonucieases, Parmi les cibles potentielles de telles 
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0 approches, on peut noter les maladies inflammatoires telles 
que les dermatites atopiques ou le lupus 6rythemateux, les 
maladies de la kferatinisation comme I'ichtyose et le 
psoriasis, et les maladies tuiaorales coiame le m^lanome ou le 
lyn^^home T cutan6, Ainsi par exeiq>le, des oligonucleotides 
5 antisens circulaires appliqu6s A la dermatologie pourraient 
etre dirig^s centre des ARN messagers de m^diateurs de 
1' inflammation comme des interleukines, centre des RNA 
messagers de prot^ines impliqu^es dans les troubles de la 
proliferation des cellules 4pidermiques, ou bien contre des 
10 ARN messagers codant pour des prot^ines impliques 
eventuellement dans le vieillissement cutan^ phenotypique, 
comme par exemple la collag^nase, I'^^lastase, les 
transglutaminases . 

15 De facon plus gen^rale, les oligonucleotides ferm^s, 
naturels et circulaires principalement, pourraient par 
exemple etre utilises comme agents antiviraux, antisens, ou 
sens, que ce soit pour des indications topiques 
(dennatologiques) ou pour des indications systemiques. Par 

20 exen^le, de tels oligonucleotides pourraient etres utilises 
comme agents anti-herpetiques (HSV 1 et HSV 2, CMV, EBV) , 
comme agents anti-papillomavirus {HPV cutanes, genitaux, 
larynges ou autres) , comme agents anti-hepatites (HBV, HCV, 
HDV), comme agents anti-HIV (RIV-1 et HIV-2), comme agent 

25 anti-HTLV (HTLV-l OU HTLV-2) , etc, • 

Ces Oligonucleotides circulaires, pourraient egalement etre 
utilises comme agents de repression de 1' expression de 
certaines proteines cellulaires directement responsables ou 
impliquees dans I'etiologie de maladies de la proliferation 

30 et de la dif ferenciation cellulaire. Par exemple, ces 
oligonucleotides circulaires pourraient etre diriges contre 
1' expression d' oncogenes cellulaires hyper-exprimes ou 
expriraes de fa^ron incontroies dans des types cellulaires 
tumoraux (RAS, ERB, NEU, SIS, MYC, MYB,etc..J- 

35 En particulier, ces oligonucleotides circulaires naturels 
resistants aux exonucieases seriques pourraient etres 
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0 utilis6s comine agent antisens dirig^s contre des ARN 
messagers d' oncogenes exprim6s dans des cellules leuc^iques 
et impliqu^s dans leur proliferation, ou bien comrne agents 
'^sens" dirig^s contre des prot^ines ^ affinity pour 
certaines sequences de I'ADN et exprim^es A des niveaux 

5 pathologiques dans certaines de ces maladies prolif ^ratives . 
Dans le cadre du traitement de certaines leuc^es, pour des 
greffes de moeller les oligonucleotides fenn6s/ circulaires, 
pourront §tres utilises dans le cadre d' applications ^ex 
vivo", 

10 

Pour ces nombreuses indications, des formulations gal^niques 
ad^quates pourront etres 6tablies afin d'optimiser la 
deiivrance de ces molecules ^ leurs cellules cibles. 'linsi, 
par exemple, des oligonucleotides fermes, circulaires en 

15 particulier, pourront etres encapsuies dans des liposomes, 
des nano-particules, des particules U)L, ou dans tout autre 
type de micro-sphere permettant une conservation adequate, 
et favorisant le ciblage, Les molecules oligonucleotidiques 
ferraees, circulaires par exemple, pourraient egalement etre 

20 associees k des agents surfactants cationiques. II est bien 
evident que ces quelques exentples ne sont ni exhaustifs ni 
limitatifs. 

Les oligonucleotides fermes, circulaires en particulier, 
25 faisant I'objet de 1' invention decrite ici, sont done 
susceptibles d' etres inclus dans toutes sortes de 
preparations pharraaceutiques, ^ des concentrations variables 
selon les indications. 

En particulier, les applications dermatologiques evoquees 
30 plus haut exigeront la preparation de cremes, solutions, 
emulsions, lotions, gels, sprays, poudres, aerosols, etc, 
prepares en associant 1' oligonucleotide circulaire -ou 
ferme- de sequence choisie, avec les composants 
pharmaceutiques usuels entrants dans la composition de ces 
35 produits. Par exemple, pour des preparations destinees ^ des 
applications topiques en dermatologie, les oligonucleotides 
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0 circulaires, ou ferrets, pourront etre associfes & toutes 
sortes d' agents de preservation, come 1' hydroxybenzoate de 
methyle ou de propyle, le chlorure de benzalkonium par 
exemple, et & d'autres agents de stabilisation, 
d'emulsification, de dispersion, de suspension, de 

5 solubilisation, de coloration, d' epaississeinent, de 
fragrances , etc . . . 

On doit noter que certaines de ces compositions, en 
particulier les compositions destinies A des applications 
topiques pour des indications en dermatologie, pourront 

10 associer k la fois des oligonucleotides circulaires -ou 
fermes- avec d'autres principes actifs comme par exeinple des 
agents bactferiostatiques, ou antiseptiques, ou 
antimicroblens, ou antibiotiques, ou analg6siqut3, ou 
antipruritiques, etc.. 

15 Tous ces exemples ne sont donn6s que pour illustrer le 
propos et ne sont ni exhaustifs ni limitatifs. 

V. PROPRIETES ET AVANTAGES DES OLIGONUCLEOTIDES FEKMES 

20 Les exemples expferimentaux sont donn6s ci-dessous pour 
illustrer les avantages d'un oligonucleotide fenn6 sur un 
oligonucleotide "ouvert-, lin6aire, de meme sequence. Ces 
exemples sont tires d' experiences r6alisees avec des 
oligonucleotides circularises selon le proc6de indique dans 

25 la partie "obtention des oligonucleotides fermes", 
paragraphe 1-3. Les oligonucleotides fermes dont il est 
question ici sont done des oligonucleotides circulaires, 
composes de nucleotides naturels, reli6s entre eux par des 
liaisons phosphodiester non modifi6es. 

30 

La description et les exemples font reference aux figures 
ci-annexees sur lesquelles portent les legendes suivantes : 

Figure 1: 

35 

A-Exemples de structures d' oligonucleotides antisens f erraes . 
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0 B-Exemples de structures d* oligonucleotides sens fermfes. 

C-Molecule mixte pouvant exercer un effet sens et antisens. 

D-Structure des bases composant les oligonucleotides et 
5 structure de la liaison phosphodiester reliant les 
nucleotides naturels entre eux. 

Figure 2: 

10 A-Representation schematique de certaines des modifications 
pouvant etre utilis^es pour accroltre la stability de la 
liaison phosphodiester et en particulier sa resistance aux 
endonucleases . 

15 B-Representation de quelques agents reactifs de type 
intercalants pouvant etres couples aux oligonucleotides 
antisens . 

Figure 3: 

20 

Exemple d'un ribozyme circulaire comportant le site 
catalytique dit ""en T" et une boucle d'ARN pouvant etre 
complementaire ^ une sequence cible. 

25 Figure 4: 

A-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
coit^ose de nucleotides naturels relies entre-eux par des 
liaisons phosphodiesters non modifiees. 

30 

B-Representation schematique d'un nucleotide ferine en lasso 
avec extremite 5' libre et extremite 3' bloquee dans le 
pontage intra-catenaire. 



35 
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Q c-Repr6sentation schematique d'un oligonucl^iotide ferme en 
ballon, avec une liaison intra-cat6naire ^tablie entre les 
ptoulti^mes nucleotides terminaux 5' et 3' , Ce type de 
structure peut comporter une ou plusieurs liaisons 
intercat^naires entre I'une quelconque des paires de 

5 nucleotides appari^s fonaant la queue du ballon. 

D-Repr6sentation sch&natique d'iin oligonucleotide ferme par 
un peptide (oligopeptide) . 

10 E-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
comportant une extension peptidique laterale. 

Figure 5: 

15 A-Representation schematique d'^un oligonucleotide ferme, 
circulaire, comportant une region bicatenaire auto-appariee 
partielle. 

B-Representation schematique d'un oligonucleotide feme, 
20 circulaire, coir^sose d'une longue sequence bicatenaire auto- 
appariee (sequence de reconnaissance d'un facteur de 
transcription par exemple) et de deux boucles de jonction 
poly(T). 

25 Figure 6- 

A-Circularisation d'un oligonucleotide lineaire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement compieraentaire comme guide 
et la ligase de T4- 

30 

B-Circularisation d'un oligonucleotide lineaire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement corapiementatre corarae guide 
fixe sur un support et la ligase de T4. 

35 C-Circuiarisation d'un oligonucleotide comportant une region 
d' auto-apparieraent au moyen de la ligase de T4 . 
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0 

D-Exemple de reaction biraol6culaire entre deux 
oligonucleotides auto-appari6s et pr^sentant des bouts 
cohesifs, permettant de g^n^rer un oligonucleotide portant 
une longue region bicatfenaire et deux boucles d' adaptation, 

5 

Figure 7: 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer divers oligonucleotides (circulaires et 
10 lin6aires) apr^s traiteraent par diff^rents enzymes 
exonucleolytiques , 

La sequence de 1' oligonucleotide c7 est celle decrite dans 
la .Figure 6C; les oligonucleotides c6 et c8 sont comprises de 
sequences differentes mais pouvant adopter le meme type de 
15 structure que c7, c'est-^-dire une structure fermee avec 
partie bicatenaire centrale- 

Les conditions de ligation des oligonucleotides c6, c7 et c8 
sont celles decrites dans '^Proprietes et avantages des 
oligonucleotides fermes -1''. 1 ^tg d' oligonucleotide 

20 radioactif provenant de la reaction de ligation (pistes 5 i 
8) ou 1 p.g d' oligonucleotide lineaire correspondant (pistes 
1 A 4) ont ete analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M 
uree sans traitement posterieur (pistes 4 et 5)/ ou apres 
incuJDation avec la phosphatase alcaline (pistes 3 et 6), 

25 avec 1' exonuciease VII (pistes 2 et 7) ou avec la 
phosphodiesterase I (pistes 1 et 8) dans les conditions 
decrites dans ^Proprietes et avantages des oligonucleotides 
fermes -2*". 

L indique la position de migration des oligonucleotides 
30 lineaires ; F indique la position de migration des 
oligonucleotides fermes - 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou circulaires 
35 apres incubation en presence de serum. 

1 ^g de 1' oligonucleotide radioactif c7 ( dont la sequence 
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0 est donn^e en figure 6C) lin^aire (L) ou ferm6 (F) , ont et6 
prepares et purifies comme d6crit dans "Proprietes et 
avantages des oligonucleotides fem6s-l'. Aprfes incubation A 
37° C pendant les temps indlqu6s en presence de DMEM 
contenant 10% s6rum de veau foetal, les produits ont 6t§ 

5 analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M urfee dans les 
conditions d6taill6es dans -Propri6t6s et avantages des 
oligonucleotides fermfes-S". 

C-Repr6sentation graphique de la degradation (mesur6e par 
10 analyse sur gel comme d6crit pr6c6demment) des 
oligonucleotides c7L (lin6aires) et c7F (circulaires) apr6s 
incubation dans 10% de s6rum de veau ftstal, comme decrit 
precedemment, du temps t=0 au temps t=96 heures Pour 
obtenir une quantification, les fragments de gel 
15 correspondant aux localisation des bandes, observ6es par 
autoradiographic, ont 6t6 d6coup6es et leur radioactivity 
mesuree par coraptage dans un con?5teur A scintillation. On 
exprime les resultats en pourcentage de degradation par 
rapport k la radloactivite du temps t=0. 

20 

Figure 8: 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide non d6naturant 
sur lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires 
25 ou circulaires apr6s hybridation avec des oligonucleotides 
comportant des sequences compl6mentaires, en serie 
desoxyribo- ou ribo-. 

300 ng de 1' oligonucleotide radioactif c7 ferme (F) ou 160 
ng de 1' oligonucleotide c7 lin6aire (L) ont 6tfe incubes avec 

30 des quantites croissantes d'un oligonucleotide non 
compieraentaire (pistes a ^ g) ou d'un oligonucleotide 42-mer 
(12; pistes h ^ n) compieraentaire de 21 nucleotides de la 
grande boucle de c7 (Figure 6C) . La quantite 
d' oligonucleotide froid ajoutee est de 0 (pistes a et h) . 30 

35 ng (b et i) , 60 ng (c et j) , 150 ng (d et k) , 300 ng (e ez 
1) , 750 ng (f et m) ou 1500 ng (g et n) . Apr6s hybridacion 
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0 dans les conditions decrites dans ^Propri6t6s et avantages 
des oligonucleotides ferm6s-4-l-', les produits ont et6 
analyses sur gel non d^naturant de polyacrylamide 20%. 
Les filches indiquent les positions des oligonucleotides c7 
feme (F), lineaire (L> et des hybrides c7L/12 et c7F/12. 

5 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
circulaires hybrides ou non avec des oligoribonucieotides 
comportant une region compl6mentaire puis traites ^ la 
10 nuclease SI. 

300 ng de 1' oligonucleotide c7 ferme (F) ou lineaire (L) , 
synthetises et purifies comme decrit dans la Figure 8A, ou 
300 ng d'un oligonucleotide froid 42-mer (12) oi.t ete 
incubes avec 1 ng d'un ARN long de 43 nucleotides transcrit 

15 in iritro et marque au ^^P d haute activite specif ique 
(^Proprietes et avantages des oligonucleotides fermes-4-2'') , 
L'ARN 43-mer comporte 27 bases corapiementaires des 21 
nucleotides de la grande boucle plus 6 nucleotides de la 
region auto-appariee de c7F (Figure 6C) ; il est aussi 

20 compiementaire de 37 bases de 1' oligonucleotide 42-mer 12, 
Apres hybridation, les produits sont analyses sur gel de 
polyacrylamide 20%/7M uree directement (piste 1) ou apr^s 
incubation de 3 minutes (piste 3) ou 30 minutes (piste 4) en 
presence de la nuclease SI ou 30 minutes en absence de 

25 nuclease SI (piste 2) dans les conditions decrites dans 
**Propriet6s et avantages des oligonucleotides ferTOes-4-2" .La 
partie gauche de la figure (-) montre les r6sultats obtenus 
avec I'ARN 43-mer incube seul. 

Piste 5: ARN 43-mer n' ayant subi aucun traitement posterieur 
30 i la transcription. 

Les fieches indiquent les positions des oligonucleotides ARN 
43-mer, c7 feme (F) , c7 lineaire (L) ainsi que celles des 
ARN proteges (RNA 37, 27 et 21). 

35 C-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
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0 circulaires hybrid6s ou non avec des oligoribonucl6otides 
comporcant une r6glon compl6mentaire et que I'on a ensuite 
trait6s i la FNase H. 

Les ollgonucl6otldes testes (RNA 43, c7F , C7L et 12), ainsi 
que les conditions d' hybridation, sont les m&nes que ceux 
5 d6crit dans la Figure 8B. Aprfes hybridation, les produits de 
la reaction ont 6t6 incub6s en absence (-) ou pr6sence (+) 
de la BNase H et .ont 6t6 analyses sur gel de polyacrylandde 
20%/7M ur6e dans les conditions d6crites dans "Proprldt^s et 
avantages des oligonuclfeotides fermfes-S". Les fl6ches 
10 indiquent les positions de I'ARN 43-iner, c7 fenn6 (F) ou c7 
Iineaire (L) . 

Figure 9 : 

15 Analyse des effets d'ollgonucl6otides lin6aires ou 
circulaires sur la croissance cellulaire. 

Figure 10 : 

20 Etude des effets inhibiteurs d' oligonucl6otides antisens 
lineaires ou circulaires sur la multiplication du virus HSV- 
1. 

Figiu:e 11 : 

25 

Gel de retard illustrant la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par des oligonucleotides de type sens, 
linfeaires bicat6naires ou ferm6s circularisation. Les 
abbreviations utilis6es dans cette 16gende se r6f6rent a la 
30 nomenclature utilisee dans I'exemple 7- 

01 HNF-1 LB sans extrait nucl6aire 

02 HNF-1 LB +lfig extrait nucl6aire de fole 

03 HNF-1 CI sans extrait nuclfeaire 

35 04 HNF-1 CI +ljig extrait nucl6aire de foie 
05 HNF-1 CI non ligu6 sans extrait nucl6alre 
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0 06 HNF-1 CI non ligu6 +lng extrait nucl6aire de foie 

07 HNF-1 C2 sans extrait nucl6aire 

08 HNF-1 C2 +ljig extrait nucl6aire de foie 

09 HNF-1 C2 non ligu6 sans extrait nucl^aire 

10 HNF-1 C2 non ligu6 +ltLg extrait nucl6aire de foie 
5 11 HNF-1 C3 sans extrait nucl6aire 

12 HNF-1 C3 +llig extrait nucl^aire de foie 

13 HNF-1 C3 non ligu6 sans extrait nucleaire 

14 HNF-1 C3 non ligu6 +lp.g extrait nucleaire de foie 



10 HNF-lCl, C2, C3 repr6sentent 3 preparations diff6rentes de 
1' oligonucleotide sens HNF-1 C. 

F/Xemplft 1 

nht-Pni-^nn nl i gnnnri ^o <- 1 Hp<^ ffirm^?^ romportant une region 
15 d'antoapp^rTPmpnt an moven Hp 1;^ ADN liaase de T4 . 

Les conditions exp^rimentales permettant la 
ferineture/ligation efficace des oligonucleotides dont les 
sequences sont donnees dans la Figure 7A sont les suivantes: 

20 11 \1M d' oligonucleotide lineaire marque en 5' avec du g 
ATP (150 ng; activite specifique= 2-3 xlO ^ cpm/ng) , 50 mM 
Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCl2r 20 mM DTT, 1 mM BSA sur M ATP 
et 10.000 unites de I'ADN ligase de T4 (2,000 u/\il; New 
England Biolabs) dans un volume total de 1 ml. Apres 

25 incubation pendant 4 8 heures A 4*'C., les melanges de 
reaction sent extraits au phenol/chlorof orme/alcool 
isoamilique, precipites k I'ethanol absolu, laves A 
I'ethanol 80% et seches. Les produits de ligation sont 
ensuite s6pares de 1 ' oligonucleotide non ligue par 

30 eiectrophorese denaturante en gel de polyacrylamide 20%/7 M 
uree. Les positions des oligonucleotides peuvent etre 
observees directement par interference de fluorescence en 
irradiant ^ 212 nm le gel place sur une plaque contenant un 
chromophore fluorescent aux ultraviolets, ou bien par 

35 autoradiographie, L' oligonucleotide raonoraerique ligue se 
caracterise par une migration ralentie par rapport a son 
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0 homologue non ligu6 (Figure 7A et B) . Les bandes 
correspondantes i 1' oligonucleotide inononi6rique ferm6 et 4 
son homologue linfeaire non ligu6 sont excis6es du gel, et 
I'ADN est isol6 par les techniques classiques d'extraction 
de gels de polyacrylamide. Dans le cas des sequences 
5 consid^rees , le rendement de formation de 1' oligonucleotide 
monomerique ferm6 est de I'ordre de 65 i 75%, 
Alternativement, les produits de la rfeaction de ligation 
peuvent fitres analyses sans purification pr6alable, 
directement apr^s inactivation de la ADN ligase en chauffant 
10 le niilieu de ligation pendant 2 minutes i 90" C 

F.ypinple 2 

p ^<;H^«-anrP f4»<: n1 i oonnrl ^Of i fjPS TI mil ?1 1 Tff fill SfiXifi 

15 

Nous avons compare la resistance des oligonucleotides 
circulaires et lin6aires i 1' action de la phosphatase 
alcaline (phosphomonoesterase hydrolysant les phosphates 3' 
et 5'. de I'ADN et de I'ARN), de 1' exonuciease VII 

20 (exod6soxyribonucl6ase dig6rant I'ADN monocat6naire depuis 
les deux extreraites 3' et 5'), et de la phosphodiesterase I 
(exonuciease digerant I'ADN.ou I'ABN k partir du 3' OH) 
Pour cette experience, les oligonucleotides 5' 32p dont les 
sequences sont indiquees dans la Figure 7A ont ete prepares 

25 comme decrit ci-dessus (paragraphe 1) . Apres ligation, les 
melanges r6actionnels ont 6te chauff6s pendant 2 minutes A 
90° C afin d'inactiver I'ADN ligase. 

1 ng d' oligonucleotide provenant de la reaction de ligation 
ou 1 Hg de 1' oligonucleotide lineaire homologue, non- 
30 circularise et utilise k titre de temoin, ont 6te incub6s i 
37° C dans un volume de 10 ^ll de 50 mM Tris HCl pH 7.5, 10 mM 
MgCl2, 20 mM DTT en presence de 1 unite de phosphatase 
intestinale de veau (CIP) ou de 1 unite d' exonuciease VII de 
E.coli pendant I heure, ou de 5 x lO'^ unites de 
35 phosphodiesterase I de Crocalus durissus pendant 10 minutes. 
Apres incubation, les produits de la reaction sont analyses 
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0 sur gel de polyacrylamide 15% dans des conditions 
d^naturantes . Le r^sultat du gel est pr6sent6 en Figure 7A. 
On observe sur I'autoradlographie de ce gel que: 

-les oligonucleotides ferra6s circulaires sont 
r^sistants A la phosphatase alors que les oligonucleotides 
5 lin^aires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides fermSs circulaires sont 
resistants A 1' action de I'exonucl^ase VII alors que les 
oligonucleotides lineaires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides fermes circulaires sont 
10 resistants h 1' action de la phosphodiesterase I alors que 
les oligonucleotides lineaires y sont sensibles . 

Cette experience montre que les oligonucleotides pj^.pares 
comrae indique plus haut sont bien des molecules circulaires 
15 ferraees de fagon covalente, et que ces molecules presentent 
une resistance totale aux enzymes exonucieolytiques, 

Exf^inple 3 

RPf^i <^t-pnrp df^;^ oliaonucieQt idfts circulfllr e^^ fermes aux 
20 nnrl^ases serioues 

Les oligonucleotides fermes circulaires presentent une 
resistance A la degradation nucieolytique superieure A celle 
des oligonucleotides lineaires lorsqu'ils sont incubes en 

25 presence de serum. 

1 \ig d' oligonucleotide ferme et 1 Hg d' oligonucleotide 
lineaire correspondant, prepares et purifies apres ligation 
comme decrit dans le paragraphe 1, sont incubes ii 31°C dans 
10 Jil de milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal. 

30 La cinetique de la reaction est suivie jusqu'A 96 heures, et 
les preievements effectues en fonction du ten^s analysee sur 
gel de polyacrylamide 15% en conditions denaturantes . 
L' autoradiographic d'un gel d' analyse de la degradation sur 
24 heures est presente en Figure 7B, 

35 La figure 7-C est la representation graphique d'une etude 
sur 96 heures de la degradation d'un oligonucleotide 
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0 lin6aire (c7L) en comparaison avec la degradation d'un 
oligonucleotide circulaire (c7F) dans les conditions 
d^crites ci-dessus. Ce graphique met en Evidence les 
differences considerables de stabilit^s entre ces deux types 
d' oligonucleotides . 

5 Ces experiences permettent de tirer les conclusions 

suivantes : 

-les oligonucleotides lineaires sont rapidement 
degrades par les nucleases du serum. La degradation 
intervient d^s les premieres minutes de 1' incubation, et est 

10 complete apres quelques heures; 

-le temps de demie-vie d'un oligonucleotide lineaire 
normal, non modifie, est tr^s inferieur A 1 heure, cette 
duree pouvant varier legerement en plus ou en ,moins selon 
les serums utilises; 

15 -la degradation des oligonucleotides lineaires est 

processive, et on observe 1' apparition de produits de 
degradation de longueur decroissante, devenant de plus en 
plus courts en fonction du temps, ce qui indique que la 
degradation est principalement le fait d'exonucieases, et en 

20 particulier de 3' • exo; 

-en revanche, les oligonucleotides fermes sont 
resistants A la nucUolyse par les enzymes seriques, et 
moins de 60% de conversion en produits de degradation est 
observee meme apres SS heures (4 jours) d' incubation d 37*»C. 

25 -le temps de demie-vie d'un oligonucleotide circulaire 

ferrae dans le serum est tres superieur A 24 heures. 

Ces resultats confirment que la degradation des 
oligonucleotides antisens dans le serum est principalement 
30 le fait d'exonucieases et non pas d'endonucieases et mettent 
en evidence la resistance A la degradation des 
oligonucleotides fermes. 

Des oligonucleotides fermes naturels, ne portant pas de 
35 modifications chiraiques particulieres, presentent une 
resistance aux nucleases seriques similaire k la resistance 
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0 d^crite pour des d^riv^s modifies. Cette experience montre 
done que dans des condition standards d' incubation 
d' oligonucleotides en presence de s6rum, les 
oligonucleotides fermes qui font I'objet de ce brevet 
prfesentent un avantage notable sur les oligonucleotides 

5 lineaires, 

HyhrHHat-Inn ol i'?nnunie ot idfis fprmes en s6rle desQXvrlbo- 
pwr Hp VAnW Pt dP rARN 

10 

Pour presenter un effet antisens, les oligonucleotides 
antisens doivent pouvoir hybrider avec leur cible dans des 
conditions de stabilite satis faisante. Nous avons analyse 
1' hybridation entre des oligonucleotides fermes et des 
15 polynucleotides portant des sequences compiementaires, soit 
en serie ribo- soit en serie desoxyribo-. 

E?^emple 4-1 

Ml<;p Pn evidpncp de 1 ^hy bri dati on entre un q1 iQ0 nucl6Qtide 
20 fpnpp Pt nn ADM linAairp 

On incube 300 ng d' oligonucleotide circulaire ferme, prepare 
et purifie comme decrit ci-dessus, -ou 160 ng de 
1' oligonucleotide homologue lineaire ^ titre de teraoin- avec 

25 un oligomer froid long de 42 nucleotides comportant une 
sequence de 21 nucleotides corapienientaire aux 21 bases 
formant la grande boucle dans la structure ferroee (voir la 
sequence de la Figure 6C) Les rapports molaires entre 
V oligonucleotide marque et 1' oligonucleotide corapiementaire 

30 froid varient de 10:1 A 1:5 L' hybridation se fait pendant 1 
heure k 3VC dans IX SSC {150 mM NaCl, 15 mM Na3citrate, pH 
7,0). Apres incubation , les produits sont analyses sur gel 
de 20% polyacrylaraide non denaturant. Les r6sultats de 
I'autoradiographie du gel sont presentes en Figure 8A. 

35 On observe sur ce gel que les cinetiques de deplacement des 
ban(Jes entre les positions monocatenaire et bicatenaire sont 
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0 identlques pour les oligonuclfeotides lin^alres et les 
oligonucleotides ferrafes . Ce rfesultat signif ie que les 
efficacit6s d' hybridation entre un oligonucl6otide ferni6 et 
un ADN compl6mentaire sent identiques & celles d'un 
oligonucl6otide lineaire avec une sequence con?)16inentaire . 

5 

F-ypmplp 4-2 

P^ nn ARN TinAaire 

10 L' experience suivante consiste A analyser par la technique 
de protection i la nucl6ase SI la position des regions 
bicatenaires lors de 1' hybridation entre un 
desoxyribonucl6otide ferrad et un ollgoribonucl'^otide 
comportant une sequence qui est compl&nentaire k la rfegion 

15 en boucle de 1' oligonucleotide ferm6. La nuclease SI est une 
endonuciease sp6cifique des acides nuclfeiques sin^ile brin, 
qui ne digSre que les sequences non appariees. C'est un 
enzyme qui pennet de cartographier les r6gions qui sont sous 
forme bicat6naire et de les diff6rencier des regions 

20 monocatenaires . 

On incube un oligonucleotide ferm6, synth6tise et pur i fie 
comme ddcrit plus haut, avec un ARN lin6aire long de 43 
nucleotides, comportant une sequence de 27 bases 
compiementaires aux 21 nucleotides de la boucle de 

25 1' oligonucleotide ferme et a 6 des nucleotides engages dans 
la region auto-appariee (voir la sequence de la Figure 6C) . 
Cet AKN a ete transcrit par I'ARN polymerase de T7 k partir 
d'une matrice synthetique et marque avec de I'a^^p atp k une 
activite sp6cifique eiev6e (2,3 x 10^ cpm/jig) . Apres 

30 transcription I'ARN transcrit est purifie par eiectrophorese 
sur gel de polyacrylamide 15%/7 M uree, elue du gel et 
precipite k l'6thanol, puis suspendu dans de I'eau. 
Apres incubation pendant 1 heure k 37° C de 300 ng 
d' oligonucleotide ferm6 ou de son homologue lineaire avec 1 

35 ng d'ARN dans 0.15 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.9, 0.3 mM EDTA, 
on dilue le m61ange de reaction 10 fois dans 50 mM NaCl, 33 



wo 92/19732 



47 



PCr/FR92/00370 



0 mM acetate de sodiiam pH 4.4 et 30 ^iM ZnS04 et on ajoute 4 
unites de nuclease SI. On pr616ve des aliquotes apr^s 3 
minutes et 30 minutes de digestion A 37**C et on analyse les 
produits obtenus sur gel de polyacrylamide 20% dans des 
conditions d^naturantes. A titre de controle, on a ^galeraent 

5 incube dans des conditions identiques I'ARN radioactif en 
presence d'un oligonucleotide lin^aire compl6mentaire A 
I'ARN sur 37 nucleotides, 

Les r^sultats de cette experience sont pr^sent^s en Figure 
8B 

10 On observe sur ce gel que: 

-L'ARN incube en I'absence d' oligonucleotide 
complementaire ou en presence d'un oligonucleotide non 
corapiementaire, est ef f ectivement non hybri^e et 
compietement digere par la nuclease SI; 

15 -I'ARN incube avec un oligonucleotide lineaire contrOle 

est protege de la digestion sur une longueur de 37 
nucleotides, ce qui correspond A la longueur des sequences 
compiementaires; apres 30 minutes d' incubation le profil de 
protection se deplace vers des bandes centrees autour de 

20 deux bandes majoritaires de 35 et 34 nucleotides, 
respectivement ce qui peut correspondre A une * respiration'' 
de la molecule bicatenaire; 

-I'ARN incube avec 1' oligonucleotide ferme presente un 
profil de protection caracteristique, avec plusieurs bandes 

25 reparties selon une distribution centrees autour d'une bande 
de longueur de 27 nucleotides correspondant k la bande 
majoritaire; apres 30 minutes d' incubation les bandes 
proteges majoritaires se situent au niveau de 20 et 21 
nucleotides; 

30 -le profil de protection observe lors de 1' incubation 

de I'ARN avec un oligonucleotide de raerae sequence que 
1' oligonucleotide circularise, mais lineaire est identique A 
celui de 1' oligonucleotide circularise; 

-le schema de protection de I'ARN par 1' oligonucleotide 

35 ferme montre done que 1' hybridation entre I'ARN et la boucie 
circulaire de 1' oligonucleotide s'effectue sur une longueur 
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0 optimale de 21 nucleotides, comprenant ainsi la totality de 
la boucle. L'ARN complement aire peut raeme deplacer les 
nucleotides appari^s dans la partie bicatenaire de 
1' oligonucleotide pour s'y hybrider. 

5 Cette experience demontre que 1' hybridation entre un 
oligonucleotide ferme et un ARN comportant une region 
compiementaire k la boucle peut se realiser dans des 
conditions de ten5>erature et de force ionique standard et 
que I'hybride ainsi forme presente les caracteristique 
10 norraales d'une molecule bicatenaire resistante k la nuclease 
SI- 

F.yf^mple 5 

Ar tiY fi r^'^" Va n ^1xr^^^ RNa<^P H nar un hvbrlde form^ fintve 

15 nHqonu r lfnfiHfi rirnnlpri<:A fprm^ fit UP fiFN Hn^aire 

On sait que les effets antisens d' oligonucleotides 
compiementaires ^ un ARN messager sont, dans de nombreux 
cas, le resultat d'une action de la RNase R cellulaire sur 

20 le substrat ainsi forme. La RNase H est une activite 
enzymatique qui degrade I'ARN lorsqu'il se trouve sous la 
forme d'un hybride ARN/ADN. Nous avons done verifie que 
1' hybridation entre un oligonucleotide antisens ferme et un 
ARN lineaire creait bien un substrat pour la RNase H. 

25 La structure de I'ARN lineaire utilise pour cette experience 
ainsi que sa preparation ont ete decrites au paragraphe ci- 
dessus- 

L' hybridation de 300 ng d' oligonucleotide ferme ou de son 
homologue lineaire avec 1 ng d'ARN radioactif (2,3 x 10^ 

30 cpm/jig) comportant une region compiementaire A la partie en 
boucle de 1' oligonucleotide antisens est realisee dans les 
conditions decrites dans le paragraphe 4-2. Ces conditions 
assurent une hybridation de la totalite de I'ARN ^ I'ADN 
compiementaire. On dira que la reaction d' hybridation est 

35 "conduite" par I'ADN. Apres incubation, on dilue 10 fois le 
volume, en ajustant le tampon d' incubation A 20 mM Tris KCl 
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0 pH 7,5, 100 mM KCl, 10 niM MgCl2, 0,1 mM DTT, et on ajoute 2 
unites de RNase H. On inciabe ^ 37° C pendant 20 minutes et on 
analyse les produits de la reaction corame ci-dessus. Les 
result ats du gel sont pr6sent6s dans la Figure 8C. 
On observe sxor ce gel que: 

5 "I'ARN marqu^ non hybrid^ avec une sequence d'ADN 

con^l6mentaire est compl^teroent resistant k 1' action de la 
RNase H; 

-I'ARN marqu^, long de 43 nucleotides , hybrid^ avec un 
oligonucleotide lin^aire controle corapiementaire k 37 bases 

10 de I'ARN devient partiellement sensible A 1' action de la 
RNase H, et donne des produits de degradation; 

-I'ARN marque hybride avec un oligonucleotide ferme, 
dont la boucle est corapiementaire k 21 nucleotides -e cet 
ARN, devient tres sensible k 1' action de la RNase H et dohne 

15 une serie de produits de degradation dont les longueurs sont 
compatibles avec les analyses de protections a la SI 
decrites dans le paragraphe ci-dessus. 

En fait 1' experience d' induction de substrat pour la RNase H 
20 est 1' image en miroir de Inexperience de protection A la SI 
et les resultats obtenus dans les deux cas sont touz A fait 
coherents, indiquant i la fois des positions d'hybridations 
similaires et montrant qu'un substrat pour la RNase H peut 
etre cree par hybridation entre un ARN lineaire et un 
25 oligodesoxyribonucieotide circulaire, 

Cette experience montre done qu'un ARN lineaire hybride 
partiellement A un oligodesoxyribonucieotide ferme devient 
un substrat pour la RNase H, ce qui implique qu'un ADN 

30 circulaire hybride k un ARN messager cible peut exercer un 
effet antisens par le biais de 1' action de cet enzyme sur un 
substrat ainsi genere. De plus, cette experience montre 
egalement que, dans des conditions experimentales de 
concentration identiques, le substrat ARN/ADN circulaire 

35 donne lieu A une degradation plus importante par la RNase H 
que le substrat ARN/ADN lineaire. Dans des conditions 
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0 identiques, toutes choses 6tant 6gales par ailleurs, les 
oligod6soxyribonucl6otides antisens circulaires presentent 
done un avantage suppl^entaire sur les oligonucleotides 
antisens lineaires, 

Tnhl Mrinr Tn y ii-ipiir^^t-ion dii vims Hfrp^f^ frlmplex type 

L' oligonucleotide GT, dont la sequence est donn^e ci-dessous 
10 a €t€ synth6tis6, circularise ou non, et utilise dans les 
experiences decrites ici, soit sous forme lineaire, soit 
sous forme circulaire, 

15 

sequence de GT:5' GTG GGA CGT TCC TCC TGC GGG AAG CGG C 3' 

20 Pour permettre une circularisation chimique efficace, 
1' oligonucleotide GT a ete synthetise sous forme et 
circularise en positionnant les extremites 5' et 3'P par 
hybridation avec 1' oligonucleotide de sequence partiellement 
complementaire suivante: 5' CCA CGC CG 3' 

25 

Les conditions de ligation utilisees sont les suivantes: 
pour 100 \ig d' oligonucleotide GT : 10 0^g oligonucleotide 
complementaire 

0,25 M MES, pH 7,4 
30 ^ 20 mM HgCl2 

0,2 M CnBr 
Volume reactionnel: 500 p.1 

Incubation i 4°c pendant 30 minutes. La reaction est arretee 
par addition de 1/10 de volume d' acetate de sodium 3M, et 
35 2,5 volumes d'ethanol absolu, les oligonucleotides 
precipltes et purifies sur gel de polya cry 1 amide denaturant. 
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TpfprMon riP<^ r piinip5^ en pr6sence — au — — absence 

Les cellules (cellules Vero ATCC -passage 121- cultiv^es en 
milieu (Gibco) MEM con?>16ment6 de 5 ou 10% de SVF, de L- 
5 glutamine, d'acides amines non essentlels et de p6ni- 
strepto) sont repiqufees la veille de 1' Infection ^ une 
density de 5.10^ cellules par puits de 2 cm^, 16 A 24 heures 
apr6s,les cellules sont- infect^es avec HSVIF A une 
multiplicity d' infection de 3 pfu/cellule en presence ou en 

10 absence d' oligonucleotides, 

Les oligonucleotides sont dilu^s dans du milieu de culture 
sans s6rum en concentration 2X par rapport ^ la 
concentration finale d^sirfee pour etre ajoutes srus un 
volume de 50 Le virus est ajout6 fegalement sous un 

15 volume de 50 ^1, 5 mn . apr^s les oligonucleotides- Les 
cellules sont done traitees sous un volume de lOOp.1 (50 ^1 
oligonucleotides + 50 Hi virus) pendant une heure A 37^*0 
avec agitation douce toutes les 15 mn. Altemativement, les 
oligonucleotides peuvent etre ajoutes plusieurs heures avant 

20 1' infection, 

;^res 1 heure d' incubation, le milieu est aspire et 500 ^il 
de milieu complet sont ajoutes sur les cellules. 
L' incubation est poursuivie 24 h avant d'etre arretee par 
congelation des plaques dans 1' azote liquide, 
25 Toutes les mesures d' inhibition sont effectuees en duplicats 
ou triplicats. 

Tir^ar^^" viru<^ 

Les virus sont r6cup6res directement dans le milieu de 
30 culture apres 3 cycles rapides congelation azote 
liquide/decongeiation k 37°C, lis sont ensuite dilues en 
milieu sans serum pour effectuer la titration proprement 
dite. 

Les cellules indicatrices sont repiquees la veille en milieu 
35 complet A raison de 10^ cellules/puits de 2 cm^ . 

Le lendemain, le milieu est aspire et on depose 100 Hi des 
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0 diffferentes dllutions/puits. Apr6s une incubation d'une 
heure k 31" C avec agitation toutes les 15 mn, le milieu est 
aspir6 et les cellules sont recouvertes avec du milieu 
coraplet contenant 1,2% de methyl cellulose (concentration 
finale de s6rum 2,5%) pendant 3 jours h 37" C. 

SApr^s 3 jours, le milieu est 61imin6, les cellules sont 
fix6es avec du PBS-10% formol (solution ^ 37%) pendant 20 mn 
puis color6es au cristal violet 2% (dans PBS-20% 6thanol) 
pendant 20 mn. Les plaques sont ensuite rinc6es et les 
plages sont compt6es par transparence sur le n6gatoscope. 
10 Les titration sont effectu6es en double pour chaque point. 
Les calculs d' inhibitions sont effectu6es par rapport aux 
titres viraux observ6s en 1' absence d' oligonucleotide. 



2-SesiLLtata 

15 

-Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
croissance cellulaire 

La figure 9 pr6sente les r6sultats de mesure de croissance 
20 cellulaire (cellules Vero) en presence d' oligonucleotides 
divers, lineaires ou circulaires, en comparaison avec la 
croissance normale des cellules seules. Dans cette 
experience, les oligonucleotides etaient utilises A une 
concentration de 20jiM. 
25 Les resultats montrent que les courbes de croissance sont 
superposees. Les oligonucleotides lineaires ou circulaires 
ne serablent presenter aucun effet toxiques sur la croissance 
cellulaire. 

30 -Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
multiplication de HSV-1 

Dans cette experience, on a compare les effets 
d' oligonucleotides antisens GT (dont la sequence est donnee 
35 ci-dessus) sous forme lineaire, ou sous forme circulaire. 
Deux conditions diff6rentes d' inhibition ont ete compares. 



wo 92/19732 



53 



PCT/FR92/00370 



0 En A, les antisens sont ajout^s au moment de 1' infection, 
alors qu'en B, ils sont introduit dans le milieu 4 heures 
avant 1' infection, Les r6sultats pr6sent6s en figure 10 
montrent que des oligonucleotides antisens circulaires 
inhibent la multiplication virale- L' inhibition est de 30% A 

5 2 JIM, et atteint 65% ^ 5jiM, A ces basses concentrations, les 
oligonucleotides circulaires pr6sentent un effet 
d' inhibition sup^rieur k celui de 1' oligonucleotide 
lineaire. 

10 EXEMPLE 7 

Prnpri^t^<^ dfiR ol jyonucieot ^ Hp?; de twe. ^sens^ 

1-Obtention des oligonucleotides de type sens 

15 Les conditions experimentales permettant la ligation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donnee 
dans la figure 5-B sont siniilaires i celles decrites dans 
I'exemple 1. 

Les produits de ligation sont ensuite analyses, par 
20 eiectrophorese denaturante en gel de polyacrylamide de 
12%/7M uree. 

Four la preparation des oligonucleotides sens femes marques 
servant aux essais de gel de retard, les conditions sont les 
suivantes : 

25 22n moles d' oligonucleotide sont marque en 5' avec du gamma- 
32 ATP (activite specif ique 2-5x10^ cpm/jig) , 50mM Tris HCl 
pH7,8, lOmM MgC12, 20mM DTT, ImM ATP, ImM bSA et 400 unites 
de I'ADN ligase de T4 dans un volume de lOp.1, L' incubation 
se fait pendant 2h A 16''C, Les produits de ligation sont 

30 purifies par eiectrophorese denaturante en gel de 
polyacrylamide de 12%/7M uree, les bandes correspondantes ^ 
1' oligonucleotide ferme sont detectees par autoradiographie 
excisees du gel et I'ADN est isol6 par les techniques 
classiques d' extraction de gels de polyacrylamide. 

35 Alternativement, les produits de la reaction de la ligation 
sont utilises sans purification prealable, aprds 
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0 inactivation de I'ADM ligase par chauffage du milieu de 
ligation pendant 2 minutes t 90" C extraction au 
phenol/chloroforme/alcool isoamllique, pr6cipitation a 
I'alcool absolu en presence de 20jig de glycog6ne comme 
entralneur et lavage & I'alcool 80% 

5 

2- R6sistance des oligonucleotides de type sens aux nucleases 
seriques 

Les oligonucUotides "sens" prfesentent une resistance A la 
10 degradation nucl6olytique lorsqu'ils sont incub6s en 
presence de s6nm. Les comparaisons effectuees entre la 
resistance des oligonucleotides circularises et des 
oligonucleotides bicatenaires lin6aires donnent les memes 
resultats que ceux presentes dans la figure 7-C. Dans tous 
15 les cas, les oligonucleotides fermes presentent une 
resistance superieure k celle des oligonucleotides non 
fenaes. Le temps de demie-vie des oligonucleotides sens 
fermes est sup6rieur au moins d'un facteur 10 A celui des 
oligonucleotides lineaires bicatenaires non fermes, 
20 presentant des extremites 3' et 5' libres. 

3- Mise en evidence de la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par un oligonucleotide circulaire de 
type sens comportant la sequence de reconnaissance sous 

25 forme auto-appari6e. 

Les experiences suivantes ont et6 r6alisees avec les 
oligonucleotides dont la sequence est rappel6e ci-dessous: 



30 HNF-1 NON LIGOE: 

'T-G-T-G-T-G-- - 

-T -c-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A— C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- - .^-^ - 



3-5' /i.^ 
/^T-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- T -p 
T _ . „ ^ , , r_T-s-r:-a-T-f;-T-C-A-A-T-T -.--^ 



35 
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0 HNFl-CIRCULAIRE (HNFI-C) : 

-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- * 
^ -T- -r -C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- ^ 

5 HNFI-LINEAIRE BICATENAIRE (HNFl-LB) : 



-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- 
-C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- 

10 Nous avons compart l'efficacit§ de fixation du facteur de 
transcription HNFl (obtenu k partir d'extraits nucl^aires de 
foie) sur des oligonucleotides lin^aire double brin, des 
oligonucleotides en ^pingle <l cheveux, des oligonucleotides 
circulaires, non ligu^s ou referm^s par 1' action de la 

15 ligase de T4 (la sequence de 1' oligonucleotide circulaire 
utilise est donne en figure 5-B) • 

3 f moles de chaque oligonucleotide (activite specifique 
7000 cpm/f moles pour 1' oligonucleotide lineaire doiible brin 
et 3500 cpm/f moles pour les autres oligonucleotides) sont 

20 incubes dans un volume final de 14fil avec l^ig d'un extrait 
proteique nucieaire de foie dans lOmM Hepes pH 7,9, 50mM 
KCl, 10% glycerol, 0,lmM EDTA, G,5mM DTT, 0,5 mM PMSF, 6 mM 
MgC12, 6mM spermine en presence de 1,5 Jig de poly dl.dC-poly 
dl.dC et 250 ng d'ADN de sperme de saumon sonique comme 

25 competiteurs non specifique, Apres 10 mn A 4*^0, les melanges 
de reaction, ainsi que des contrdles dans lesquels on a omis 
1' addition des proteines, sont deposes sur un gel natif de 
polyacrylamide €%/0,25 x THE. A la fin de la migration, le 
gel est fixe dans une solution 10% acide acetique, 10% 

30 metanol, transfere sur du papier 3MM, seche et 
autoradiographies Le resultat de cette experience est 
presente dans la figure 11. 
On observe que: 

1, L'af finite de fixation du facteur de transcription, 
35 pour 1' oligonucleotide circulaire ferrae est similaire ^ la 
fixation observee sur les oligonucleotides lineaire double 
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0 brin ( ou en 6pingle A cheveux, rfesultats non pr6sent6s 
ici) . De teLles structures peuvent done etre utilisees comrae 
agent pour fixer des facteurs de transcription, des trans- 
activateurs, ou tous autres protfeines se fixant sur une 
sequence d'ADN spfecifique. 

5 2. La fixation du facteur de transcription HNFl sur 
1' oligonucleotide circulalre non ligu6 est de 5 A 10 fois 
infferieure & celle observ6e sur 1' oligonucl6otide 
circularise par action de la ligase, Le site de ligation 
dans 1' oligonucleotide sens est centr6 dans la portion 
10 bicatenaire et correspond k I'axe du pseudopalindrome qui 
constitue le site de fixation du dimer de HNFl. La presence 
d'un '^nick" destabilise done la liaison ADN/prot61ne. Ce 
resultat confinne la nature ferm6e de I'oligonucl^.otide 
circulaire "sens" traite par la ligase de T4. 

15 



20 



25 



30 



35 



wo 92/19732 



57 



PCr/FR92/00370 



0 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES CITEES DANS LE TEXTE 

Andrus, A.; Geiser, T.; Zon, G. (1989), Nucleosides 
Nucleotides, 8, 5-6, 967-8 
5 Anfossi, Giovanni; Gewirtz, Alan M,; Calabretta, Bruno, 
(1989), Proc. Natl. Acad. Scl. U.S.A. , 86, 3379-83 
Barbate, S., De Napoli, L*, Mayol,L, Piccialli, G, and 
Santacroce, (1989) . Tetrahedron, 54, 4523-4536 
Bazile D; Gautier C; Rayner B; Imbach JL; Paoletti C; 
10 Paoletti J, (1989), Nucleic Adds Res, 17, 7749-59 

Bertrand JR; Imbach JL; Paoletti C; Malvy C, (1989), Biochem 
Biophys Res Cowmunr 164, 311-8 

Cameron FH; Jennings PA, (1989), Proc Natl Acad Scl n s A, 
86, 9139-43 

15 Caruthers, M,H. (1985) Sciences, 230, 281 

Cazenave C; Chevrier M; Nguyen XT; Helene C, (1987) , Nucleic 
Acids BBS, 15, 10507-10521 

Cazenave, C; Stein, C, A,; Loreau, N,; Thuong, N. T,; 

Neckers, M.; Subasinghe, C; Helene, C; Cohen, J. S,; 
20 Toulme, J. J., (1989), Nucleic Acids Res . , 17, 4255-73 

Chang, E, fi-; Yu, 2.; Shinozuka, K,; Zon, G.; Wilson, W. D.; 

Strekowska, A., (1989), Anti-Cancer Drug Des . , 4, 221-32 

Cope, F. 0,; Wille, J. J., (1989), Proc. Natl. Acad, Scl. 

U.S.A., 86, 5590-4 
25 Gotten and Birnstiel ML, (1989). EMBO J. 8, 3861-3866. 

Gotten M; Schaffner G; Birnstiel ML, (1989), Mol Cell Biol, 

9, 4479-87 

Degols, G.; Leonetti, J.P.; Gagnor, C; Lemaitre, M,; 
Lebleu, B., (1989), Nucleic Acids Res . , 17, 9341-50 
30 DDe Vroom E-, Broxtennan, H,J., Sliedregt, L.A,J., Van der 
Marel, G,A., Van Boom, J.H., (1988), Nucl. Ac. Res.r 16, 
4607-4620 

Dervan PB, (1986), Science, 232, 464-71 

Durand M; Maurizot JC; Asseline U; Barbier C; Thuong NT; 
35 Helene C, (1989), Nucleic Acids Res, 17, 1823-1837 

Fedor MJ; Uhlenbeck OC, (1990), Proc Natl Acad Sci, 87, 



wo 92/19732 



58 



PCr/FR92/00370 



0 1668-72 

Francois JC; Saison-Behmoaras T; Barbier C; Chassignol M; 
Thuong NT; Helene C, (1989), Proc Natl Acad Sex, 86, 9702- 
9706 

Francois JC; Saison-Behmoaras T; Chassignol M; Thuong NT; 
5 Helene C, (1989). J Biol Chem, 264 5891-5898 
Francois JC; Saison-Behmoaras T; Helene C, (1988)/ mcleic 
Acids Res, 16, 11431-11440 

Francois JC; Saison-Behmoaras T; Thuong NT; Helene C, 
(1989), Biochemistry, 28, 9617-9619 
10 Froehler, B,C,, Ng, and Matteuccl, M-D, (1986) Nucl. Acid 
Res., 14, 5399 

Gagnor, C, Bertrand, J-R,, Thenet, S,, Lemaitre, M. , 
Morvan, F., Rayner, B,, Malvy, C, Lebleu, B.,ljnbach, J.L,, 
Paoletti, C.,(1987), Nucleic Acids Res., 15, 10419-36 

15 Gao, W,, STein, C,A., Cohen, J.S,, Dutchmann, G. and Cheng, 
y.C, (1988). J- Biol, Chem., 264, 11521-11532 
Goodchild, John; Agrawal, Sudhir; Civeira, Maria P,; Sarin, 
Prera S.; Sun, Daisy; 2amecnik, Paul C, (1988), Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A., 85, 5507-11 

20 Haseloff J; Gerlach WL, (1988), Nature, 334, 585-91 
Helene C, (1989) Br J Cancer, 60, 157-60 

Helene C; Thuong NT, (1988) , Biochem Pharmacol, 37, 1797-1798 
Jeffries AC; Symons RH, (1989), Nucleic Acids Res, 17, 1371- 
7 

25 Jessus C; Chevrier M; Ozon R; Helene C; Cazenave C, (1989) , 
Gene, 72, 311-312 

Kabanov, A. V.; Vinogradov, S. V-; Ovcharen)co, A. V.; 
Krivonos, A. V.; Melik-Nubarov, N. S.; Kiselev, V, I.; 
Severin, E. S,, (1990), FEES Lett., 259, 327-30 
30 Le Doan T; Chavany C; Helene C, (1989) Bull Cancer, 16, 849- 
52 

Leonetti, J.P, Degols, G,, Milhaud, P,, Gagnor, C, 
Lemaitre, M- , Lebleu, B,, (1989), Nucleosides Nucleotides, 
8, 5-6, 825-8 

35 Maher, Louis J, III; Dolnick, Bruce J., (1988), Nucleic 
Acids Res., 16, 3341-58 



wo 92/19732 



59 



PCr/FR92/00370 



0 Marcus-SeJcura, Carol J.; Woerner, Amy M.; Shinozuka, Kazuo; 
Zon, Gerald; Quinnan, Gerald V., Jr., (1987), Nucleic Acids 
BBS., 15, 5749-63 

Matsukura, Makoto; Zon, Gerald; Shinozuka^ Kazuo;Robert- 
Guroff, Marjorie; Shimada, Takashi; Stein, C. A,; Mitsuya, 
5 Hiroaki; Mitsuya, Hiroaki; Wong-Staal, Flossie; et al., 
(1989), Proc. Natl, Acad. 5ci, U.S.A., 86, 4244-8 
Miroshnichenko, O, I.; Ponomareva, T. I,; Tikhonenko, T. I,, 

(1989) , Gene, 84, 83-9 

Perbost M; Lucas M; Chavis C; Pompon A; Baumgartner H; 
10 Rayner B; Griengl H; Iinbach JL, (1989), Biochem Biophys Res 
Coimun, 165, 742-7 

Perroualt, L,, Asseline, Rivalle,C., Thuong, N-Y., 

Bisagni, E., Giovanelli, LeDoan, T, and Helena, C. 

(1990) . Nature, 344, 358-361 

15 Sampson, J. R-; Sullivan, X.; Behlen, L. S,; DiRenzo, A. 
B,; Uhlenbeck, 0, C, (1987), Cold Spring Harbor Symp. 
Quant, Biol.r 52, 267-75 

Sankar, Sabita; Cheah, Keat Chye; Porter, Alan G., (1989), 
5ur, J, Biochem. 184, 39-45 
20 Sarver, N., Cantin, E.M., Pairoj, S., C, Zaia, J, A,, Ladne, 
P. A., Stephens, D. A. and Rossi, J,J. (1990), Science, 247, 
1222-1225. 

Sheldon CC; Symons RH, (1989), Nucleic Acids Kes, 17, 5679-85 
Sheldon CC; Symons RH, (1989), Nucleic Acids Res, 17, 5665- 
25 77 

Shuttleworth, John; Matthews, Glenn; Dale, Les; Baker, 
Chris; Colman, Alan, (1988), Gene, 72,1-2, 267-75 
Stevenson, Mario; Iversen, Patrick h., (1989), J. Gen. 
Virol., 70, 2673-82 
30 Sun JS; Asseline U; Rpuzaud D; Montenay-Garestier T; Nguyen 
TT; Helene C, (1987), Nucleic Acids Res, 15, 6149-58 
Sun JS; Francois JC; Lavery R; Saison-Behmoaras T; Moncenay- 
Garestier T; Thuong NT; Helene C, (1988), Biochemistry, 21, 
6039-6045 

35 Sun JS; Francois JC; Montenay-Garestier T; Saison-Behmoaras 
T; Roig V; Thuong NT; Helene C, (1989) Proc Natl Acad Sci 



wo 92/19732 



60 



PCT/FR92/00370 



0 86, 9198-9202 

Symons PH, (1989), Trends Biochein Sci, U, 445-50 

Symons BH; Hutchlns CJ; Forster AC; Bathjen PD; Keese P; 

Visvader JB, (1987) , J Cell Sci Sappl, 7, 303-18 

Tortora, Giampaolo; Clair, Timothy; Cho-Chung, Yoon Sang, 

5 (1990), Proc. Natl, Acad. Sci. U.S.A., 87, 705-8 

Toulme JJ; Krisch BM; Loreau N; Thuong NT; Helene C, (1986), 
Proc Natl Acad Sci, 83, 1227-31 

Trung Le Doan; Perrouault L; Chassignol M; Nguyen TT; Helene 

C, (1987), Nucleic Acids Res, 15, 8643-8659 
10 Uhlenbeck, Olke C, (1987), Nature, 328, 596-600 

Uhlenbeck, Olke C; Dahm, Sue Ann C; Ruffner, Duane E.; 

Fedor, Martha J., (1989), Nucleic Acids Symp. Ser., 21, 95-6 

Vasseur,M. (1990), Biofutur, avril 1990, 18-28. 

verspieren P; Comelissen AW; Thuong NT; Helene C; Toulme 
15 JJ, (1987) , Gene, 61, 307-315 

Vlassov, V.V., Zarytova, V.F., Kutiavin, I.V., Mamaev, S.V. 

and Podyminogin, M.A. (1986) Nucl. Acids Res.. 14, 4065- 

4076. 

Wang AH; Cottens S; Dervan PB; Yesinowski JP; van der Marel 
20 GA; van Boom JH, (1989) , J Eiomol Struct Dyn, 7, 101-17 

westermann. P.; Gross, B.; Hoinkis, G., (1989), Biomed. 
Biochim. Acta, 48, 85-93 

Zerial A; Thuong NT; Helene C, (1987), Nucleic Acids Res, 
15, 9909-9919 

25 Zheng, H., Sahai, Beni M., Kilgannon, Fotedar, A,, 

Green, D. R,, (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86, 
3758-62 



30 



35 



wo 92/19732 



61 



PCr/FR92/00370 



0 

REVENDICATIONS 

1, Agent antisens ou sens du type oligonucleotide, 
caract6rise en ce qu'il est constitu6 d'xine ou plusieurs 
5 sequence (s) d' oligonucleotides monocatenaires, dont les 
extremites sont relives entre elles par des liens covalents 
pour former au moins partiellement une structure 
monocat^naire fermee. 

10 2. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est constitu6 d'une sequence 
oligonucieotidique monocatenaire dont les extr^mites 5' et 
3' sont relives par une structure covalent * non 
nucieotidique. 

15 

3. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caracteris6 en ce qu'il est constitufe d'une sequence 
oligonucl6otidique monocat^naire dont les extr^mites 5' et 
3' sont relives entre elles par une liaison nucieotidique. 

20 

4, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications" 1 t 

3, caract6rise en ce que les sequences d' oligonucleotides ne 
comportent aucune extremity 5' ou 3' libre. 

25 5. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 k 

4, caracterise en ce que la ou les sequence (s) 
nucieotidique(s) du compost ne comportent pas de fragments 
susceptibles de s' auto-apparier, 

30 6, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 ^ 

5, caracterise en ce que les sequences nucieotidiques du 
compose comportent des fragments susceptibles de s'apparier 
pour former des auto-appariements bicatenaires. 

35 7, Agent antisens ou sens selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les fragments susceptibles de 
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0 s'apparier peuvent etre s6par6s par des fragments ne pouvant 
pas s'apparier, 

8. Agent antisens ou sens selon I'vme des revendications 1 A 
7, caracteris6 en ce que la ou les sequence (s) 

5 d' oligonucleotides peuvent comporter des nucleotides en 
s^rie d6soxyribo- ou en s6rie ribo- naturelle ou non 
natxirelle. 

9. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 k 
10 8, caract6ris6 en ce que un composant ayant une activite 

biologique est greff6 sur la structure monocat6naire ferxaee. 

10. Agent antisens ou sens selon la revendication 9, 
caract^rise en ce que ledit con?)osant est greff^ sur la 

15 structure covalente non nucl§otidique, 

11, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
h 10, caract^rise en ce que la structure covalente non 
nucieotidique est une structure peptidique, 

20 

12, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
k 11, caract6ris6 en ce que la structure covalente non 
nucieotidique est une structure au moins partiellement 
lipidique. 

25 

13, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
^ 12, caracterise en ce que la sequence d' oligonucleotides 
est uniquement en s^rie desoxyribo- ou en s^rie ribo- 
naturelle ou non naturelle. 

30 

14. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
t 13, caracterise en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides est la sequence compiementaire d'une 
region d'un ARN messager ou d'un fragment d'ADN naturel. 

35 

15, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 



wo 92/19732 



PCT/FK92/00370 



63 

0 A * 14 caract6ris6 en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides correspond k une sequence reconnue 
sp^cifiquement par une prot^ine naturelle* 

16, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
5 ^ 15, caract6ris6 en ce que 11 comporte une partie 

poly ribonuclfeotidi que capable d'exercer une activity de 
clivage en trans sur un ARN, 

17. Agent antisens ou sens selon I'xone des revendications 1 
10 i 16, caract6ris6 en ce que les s6quences nucl6otidiques lui 

permettent d' adapter une structure bicat^naire, faisant 
intervenir des appariements anti-para lilies et/ou parall^les 
dans une conformation de type Moebius. 

15 18- Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
a 17, caract6ris6 en ce que les sequences d' oligonucleotides 
comportent entre 10 et 200 nucleotides. 

19. Agent antisens ou sens selon la revendication 18, 
20 caracterise en ce que les sequences d' oligonucleotides 

comportent entre 10 et 100 nucleotides. 

20. Procede de preparation d'un agent, selon I'une des 
revendications 1 A 18, caracterise en ce que I'on a effectue 

25 la synthase chimlque partlelle ou totale de la chalne 
monocatenaire du compose avant de le cycliser. 

21. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que 
la sequence d' oligonucleotides est obtenue par une methode 

30 biochimique . 

22. Application d'un agent selon I'une des revendications 1 
^ 19, ^ titre therapeutique. 



35 23. Application d'un agent selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que 1' agent est utilise A titre d' agent 
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0 anti-viral ou anti-canc6reux . 

24. Application selon la revendication 23 caract6risee en ce 
que 1' agent est utilis6 coinme inducteur d' immuno-modulateurs 
naturels. 

5 

25. Application selon la revendication 24 caract6ris6e en ce 
que 1' agent est utilise corame inducteur d' interferons • 

26. Application d'un agent selon I'une des revendications 1 
10 4 19 A titre d' agent de diagnostic in vitro ou in vivo. 

27. Application d'un agent selon la revendication 26, 
caract6ris6e en ce que 1' agent est inarqu6. 

15 28. Application d'un agent selon I'une des revendications 1 
a 19, en cosm^tique. 

29. Composition pharinaceutique caract6risee en ce que elle 
comporte A titre de principe actif au moiiis un agent selon 

20 I'une des revendications 1 A 19. 

30. Composition selon la revendication 29, caract6risee en 
ce que la composition pharmaceutique est sous une forme 
administrable par voie topique externe. 

25 

31. Composition selon la revendication 30, caract6ris6e en 
ce que 1' agent est utilis6 comme un agent anti-viral. 



30 



35 
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FIGURE 3. 
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FIGURE 4.C. 
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FIGURE 5-B. 
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FIGURE 6-0. 
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FIGURE 7-A 
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FIGURE 7-B 
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Figure 10 
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l^Objet o-une recherche ^ 



S«iofl fjrtid* UJi»\ caruin«s rtvvndtcatiQns rfont pat fstt rctijct tf-una ractivrciM pour las mottfs umnnts: 

1. [X) t«« "vM^catfon* Bunww M rapportwU i cm opid i rogiftl du<p«i U present t »<im*oirtratiofl 

a'a pas roMioation tf« pRx:*dir a U nchcrctit, i cavafr 

Blen que les revendlcatlons 22-27 concernent une methode de 
tralteinent du , et une laethode diagnostic applique au, corps 
hunialn/anliaal , la recherche a ete efectuee et basee sur les 
effets imputes au produit. 

2. Q Las rwrtfwficatlcni wmAnji u npport«nt k das partias <Ji (a <t«man<la intematiorjlfl qui n« remplissent 

pas las contf lions prescrites dans una ntwn tdia qa'iina recherctx signHicativB n« pout itra affectuw. preawm^tt 



a. CH Las ravcndrcaltons numaras soflt das favandicaticns depandantas at na lont pas redigees confam w nenl 

a la dauxmma «t la trdsiama pftraus da la rt^la 6.4.a] da PCT. 



ViO OBSERVATIOWS tORSQUaL Y A ABSENCE fyUNTTE DE UNVENTION ^ 



L'admtntstration chargea dt li rtcttarctta Intamatiofula a trouva pUtsUt/n tnvantions dans la prasanta danunda Intentationala. Catt i-dire: 



Comma (outos tas Uxis addt6onnai)es dcnundaas cnl atf p«y««s dans las delais, l« peasant rapport da racharctia Intanvstionala 
oouvn toutes t«s rawndtcations da la dtoianda intamaUonata potivant fain I'objal d'una racfMnchc 

2. ED Comma stulcmani vna parti a das tams additionnaitas damandtas a ate pay«« dans las daiais, la prasani rapport de r«ch«rch« Intamatlonata 
couvra saufamant cat las das rwandtcations da la damanda pour lat(]uaHas tas taxas ont Mi payMs, c'ast-<a-d(ra fas rtvtAdicaltons: 



3. 1 — I Auctrna tatoa additicnnelia damandea n'a e1« pryin dans las dalajs par la deposanL En oonsaquanoe. la prmanl rapport da rach«rct)« 

tntemattonale est hrmte a rinwention mentionnea en premier dans (as rwcndicaticns; eflo ast cowcrta par les rBvandt cations numaros: 



4. 1 I EUnt donni qua tottai Us fwvandications suscapttblas da fairs I'objat d'una rectnrcha ta powatent sans affort particdter lusUflam 

vna tajci addiUormctla. radratntstratioa cnaryaa da la rachtrcha Intamaoonala n'a solliat4 la paitment d'avcune taxi acdUtonnalla. 
R«marqua quant d la r^sorvo 

Ota J taws addU(cnn«1l«i da nscharctia «tatM( accompagnioj <runa r^sarva du diposant 
CDAucuna rncrva r'J 6l4 fads tors du paionanl dai LaMs addfttonnelUi da rvcfiarcha. 
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